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Resumen
Las alteraciones hormonales están implicadas en muchas patologías asociadas con la edad como
las enfermedades neurodegenerativas y los trastornos psiquiátricos. En el adulto, las alteraciones del
estado tiroideo cursan con frecuencia con cambios psicológicos y trastornos del estado del ánimo
como la depresión. Se ha demostrado que en los mamíferos adultos, incluido el hombre, continúan
generándose neuronas a partir de células madre en el giro dentado (GD) de la formación del
hipocampo. Las neuronas generadas se integran runcionalmente y podrían estar implicadas en
procesos de memoria y aprendizaje, así como en el mantenimiento del estado de ánimo. Se ha
descrito que una disminución de la neurogénesis adulta induce trastornos depresivos y que la
eficacia de los antidepresivos depende de la generación de nuevas neuronas en el GD. Por ello, el
conocimiento del proceso de adquisición de nuevas neuronas en el adulto y su modulación puede
suponer una herramienta importante para paliar daños cerebrales y enfermedades
neurodegenerativas y psiquiátricas. Numerosos estudios han demostrado que las hormonas
tiroideas (HT) son esenciales para la neurogénesis y la gliogénesis durante el desarrollo, pero hay
muy pocos trabajos que hayan analizado su función en el adulto.
El objetivo de esta tesis fue analkar in vivo la posible modulación de la neurogénesis adulta en
el GD por las HT, así como explorar posibles implicaciones funcionales relacionadas con esta
modulación. Los resultados obtenidos indican que el hipotiroidismo adulto durante un corto
periodo de tiempo disminuye significativamente la capacidad proliferativa del GD, reduciendo
tanto d número de precursores neuronates en proliferación, como el número de unidades
proliferativas. Además, el hipotiroidismo afecta gravemente a los neuroblastos inmaduros
disminuyendo su número, alterando su distribución y provocando un desarrollo anormal de su
árbol dendrttico. Estos cambios en la neurogénesis afectan algunas funciones dependientes del
hipocampo. Los animales hipoüroideos muestran un mayor comportamiento de tipo depresivo que
los eutiroideos en un modelo experimental de depresión (prueba de nado forzado). El tratamiento
crónico de las ratas hipotiroideas con HT fue capaz de recuperar la tasa de neurogénesis en el GD y
normalizar el comportamiento de estos animales.
Nuestros resultados indican que las HT son esenciales para la neurogénesis adulta en el GD y
sugieren que los desórdenes del comportamiento depresivo provocados por el hipotiroidismo
adulto en humanos pueden estar relacionados, entre otros, con la disminución de la neurogénesis
en el GD. Todo lo anterior podría ser importante para futuras aplicaciones terapéuticas en la
modulación de la neurogénesis endógena y desórdenes del comportamiento.

Summary iii_
Hormonal imbaJances are involved in many of the age-related pathologies as neurodegenerative
and psychiatric diseases. In particular, thyroid state alterations in the adult are related to
psychological and mood disorders, as depression. The dentate gyrus (DG) of the hippocampal
formation undergoes neurogenesis in adult mammals including humans. The newborn neurons
become functionally integrated within the circuitry and could be implicated in learning and memory
processes, as well as in mood state. Recent evidence suggests that depressive disorders and their
treatment are closely related to the number of newly generated neurons in the DG. Therefore,
knowledge about the new granular cell acquisition process and its modulation could be an
important tool to palliate cerebral injury and neurodegenerative and psychiatric diseases. Many
experimental animal assays show that thyroid hormones (TH) are essential for normal gliogenesis
and neurogenesis during development, but there are scarce studies showing this function in the
adult.
In chis thesís we have analyzed the possible effects of thyroid hormones (TH) on hippocampal
neurogenesis in adult rats in vino and have explored the functional relationship related to these
effects. Our studies show that a short period of adult onset hypothyroidism impairs normal
neurogenesis in the subgranular zone of the DG with a significant decrease in the number of
proliferating cells and proliferative units. Hypothyroidism also reduces the number of newborn
neuroblasts and immature neurons which have a severely hypoplastic dendritic atborization. These
changes in neurogenesis affect some hippocampal dependent functions. Hypothyroid rats present
íibnormal behavior in the forced swimming test, indicating a depressive-like disorder. Chronic
treatment of hypothyroid rats with TH not only normalizes the abnormal behavior but also restores
the number of proüferative cells and newborn neuroblasts, and induces growth of their dendritic
trees, Therefore, hypothyroidism induces a reversible depressive-like disorder which correlates with
changes in neurogenesis.
Our results índicate that TH are essential for adult hippocampal neurogenesis and suggest that
mood disorders related to adult-onset hypothyroidism in humans could be due, in part, to impaired
neurogenesis. Among other possible clinical implications, these studies could contribute to future
thcrapeutic applications in the modulation of endogenous neurogenesis and mood disorder
treatments.

Introducción
1. ACCIONES BIOLÓGICAS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS
Las hormonas tiroideas (HT) son fundamentales en los vertebrados tanto por su papel en el
desarrollo del feto como por su acción reguladora del metabolismo durante el resto del ciclo vital.
Las HT juegan un papel clave en procesos del metabolismo oxidativo, en el metabolismo de
carbohidratos, lípidos y proteínas y en el balance electrolítico. Son esenciales para el crecimiento,
desarrollo y diferenciación tisular y celular, y para el correcto funcionamiento de numerosos
órganos como el hígado, corazón, tejido adiposo y músculo. En concreto, las HT actúan de forma
indispensable en el control del desarrollo y maduración del sistema nervioso central (SNC).
La deficiencia de HT durante el desarrollo produce retraso mental severo, anormalidades
neurológicas, retraso del crecimiento y desarrollo puberal anormal, así como síntomas endocrinos y
signos de hipotiroidismo. Algunas de estas alteraciones, en particular las relativas al sistema nervioso
(SN), son irreversibles. Las HT son esenciales para ei desarrollo del SNC, pero también tienen una
gran importancia en el cerebro adulto. En el individuo adulto las alteraciones hormonales pueden
ocasionar, además de manifestaciones metabólicas, trastornos de carácter neurológico o psiquiátrico
produciendo situaciones patológicas y alteraciones en la conducta.
1.1. Síntesis, secreción y transporte de las hormonas tiroideas
El tiroides sintetiza las HT (Figura 1): tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). En condiciones
fisiológicas normales y de aporte suficiente de yodo, la glándula secreta cantidades de T4 (70%)
superiores a las de T3 (20%).
El tiroides se localiza en la porción media del cuello, a ambos lados de la tráquea, y está
compuesto por folículos. Estos folículos están constituidos por las células epiteliales foliculares o
tirocitos que se sitúan en monocapa alrededor de una cavidad central rellena de coloide. Los
tirocitos son células polarizadas con una membrana basal del lado del torrente circulatorio y una
apical que da al coloide. El yodo es un micronutriente muy escaso pero los tirocitos son capaces de
concentrarlo en su interior y sintetizar los precursores de las HT que se almacenan en el coloide.
Esto permite la disponibilidad de HT en cuanto se necesiten sin depender de la ingesta de yodo en
la dieta.
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Figura 1. Estructura de las hormonas tiroideas. Las HT están consumidas por dos anillos bencénicos
unidos por un puente de oxígeno. Los átomos de yodo se encuentran en número máximo de cuatro en las
posiciones 3, 5, 3' y 5' y su número y posición son críticos para definir la actividad biológica de las HT y sus
metabolitos.
La síntesis y secreción de HT está regulada por el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides. En el
núcleo paraventricuiar del hipotálamo se sintetiza la hormona liberadora de tirotropina (TRH) cuya
función principal es inducir la secreción de la hormona estimuladora del tiroides (TSH o
tirotropina) en la hipófisis anterior. La TSH se une a su receptor de membrana en los tirocitos y
estimula la secreción de HT, Además existe un mecanismo de regulación por retroalimentación
negativa que contribuye a la homeostasis hormonal. Las HT actúan directamente sobre la hipófisis
inhibiendo la liberación de TSH y sobre el hipotálamo inhibiendo la secreción de TRH.
Las HT circulan en el plasma en su mayor parte unidas a proteínas: la globulina de unión a HT,
la transtiretina y la albúmina. La pequeña fracción de T3 y T4 que circulan no unidas a proteínas
(libres) son las biológicamente activas, ya que pueden introducirse en las células para llevar a cabo
sus acciones biológicas. Recientemente se ha descrito que las HT se transportan al interior celular
en los distintos tejidos por transportadores específicos Qansen y cois., 2005) lo que añade un nuevo
mecanismo de regulación de la acción hormonal.
1.2. Metabo l i smo de las ho rmonas tiroideas
Lis HT se metabolizan en los tejidos periféricos por varias vías, aunque la vía más importante
de metabolización es la desyodación progresiva. Las principales reacciones de desyodación son: 1) la
activación de la T4 a T3 por desyodación en la posición 5' del anillo externo y 2) la inactivación
hormonal de T4 y T3 por desyodación en la posición 5 del anulo interno, produciendo rT3 (T3
reversa o 3,3',5'-triyodotironina) y T2 (3,3'-diyodotironina) respectivamente (Kóhrle, 2002).
La desyodasa tipo 1 (DI) cataliza reacciones de activación y, en menor medida, de inactivación.
Esta enzima es casi ubicua y se expresa en niveles máximos en órganos que permiten un rápido
Introducción
intercambio de las HT con el plasma (hígado, piel y riñon). Por ello su actividad contribuye en gran
medida a los niveles de T3 plasmáticos. Su expresión en el tiroides también contribuye a la
generación de T3 plasmática. La DI se expresa en el encéfalo de rata (no en humanos), pero su
contribución a la generación local de T3 es poco conocida en este tejido.
La desyodasa tipo 2 (D2) cataliza la desyodación de T4 en la posición 5' generando T3, aunque
la rT3 también es sustrato de esta enzima. La D2 se expresa en tejidos de intercambio lento, en los
que las concentraciones intracelulares de T3 son críticas (sistema nervioso, hipófisis, tejido adiposo
marrón). Su función es la generación local de T3 en estos tejidos. En el cerebro, la D2 se expresa en
tanicitos y astrocitos (Guadaño-Ferraz y cois., 1997a). Se considera que las neuronas y los
oligodendrocitos son las principales células diana de las HT en el SNC. Por esto se ha propuesto un
modelo de cooperación paracrina o acoplamiento celular entre los astrocitos y las neuronas y
oligodendrocitos.
La desyodasa 3 (D3) inactiva a la T4 y la T3 por desyodación en posición 5, dando lugar a rT3
y T2 respectivamente. Esta enzima se expresa en niveles bajos en todos los tejidos, pero su
expresión es más elevada en el SNC, la piel, la placenta y el útero gestante. La D3 contribuye a la
homeostasis hormonal protegiendo a los tejidos del exceso de HT. En el encéfalo se expresa en
neuronas, su expresión es máxima durante el periodo perinatal (Kaplan y Yaskoski, 1981) y está
relacionada con la diferenciación sexual del cerebro (Escámez y cois., 1999).
1.3. Mecan i smos de acción de las ho rmonas tiroideas
1.3.1 Modulación de la expresión génica
La función principal de las HT es la modulación de la expresión génica por unión a sus
receptores nucleares específicos (TRs). La T3 es la hormona biológicamente más activa por tener
una afinidad unas 10 veces superior que la T4 por la unión a los TRs (Surks y Oppenheimer, 1977).
En las células diana, la T3 se concentra de forma eficiente en el núcleo donde se une a sus
receptores. Los TRs son factores de transcripción modulados por ligando que pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares. Los TRs se unen a secuencias específicas del ADN en los
genes diana denominadas elementos de respuesta a hormona tiroidea (TRE). La unión de los TRs al
TRE tiene lugar, principalmente, formando heterodímeros con el receptor del ácido 9 cis-retinoico
(RXR; Figura 2), aunque también pueden homodimerizar (Lazar, 1993).
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Figura 2.- Modelo del mecanismo de acción general de la modulación de la expresión génica por
T3. Los TRs se unen a tos TRE heterodimerizando con el receptor RXR. Hn ausencia de hormona el
heterodímero se asocia con un complejo co-represor, lo que conduce a la desacetilación y compactacion de la
cromatina, y a la represión de la transcripción. La unión de T3 al TR produce un cambio conformacional que
induce la liberación de los co-represores y unión de un complejo de co-activadores. Este complejo tiene
capacidad acetilasa de histonas, lo que desestabiliza la cromatina y la hace más accesible. Además atrae y
estabiliza la ARN polimerasa II.
El mecanismo de acción general de la regulación de la expresión génica por T3 es la regulación
positiva (Figura 2). La unión de 13 al TR tiene dos efectos: anula la represión y, dependiendo de la
dosis de hormona y del gen diana, aumenta la transcripción (Ii y cois., 1999).
Además de este mecanismo general, se puede dar una regulación negativa, cuyo mecanismo es
poco conocido. En la regulación negativa, el receptor en ausencia de ligando permite la
transcripción basal del gen, y la unión del ligando al receptor induce la represión génica (esto ocurre
por ejemplo en el caso de las subunidades de la TSH mediado por TR|32). No se han identificado
secuencias consenso ni requerimientos estructurales comunes para los TRJis negativos.
Los TRs están codificados por dos genes: THRA o alfa y THRB o beta, que dan lugar a
distintas isoformas.
El gen a codifica una forma funcional, TRal, y tres formas truncadas que no unen hormona,
TRoc2, TRAotl y TRAa2. La función fisiológica de estas formas truncadas no se conoce con claridad,
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aunque la isoforma TRoc2 es muy abundante en neuronas telencefálicas (Guadaño-Ferraz y cois.,
1997b), Además de las isoformas descritas, la transcripción en dirección contraria del gen a da lugar
a un factor de transcripción, rev-ErbAa (Lazar y cois., 1989; Miyajima y cois., 1989), que desempeña
un papel importante en el desarrollo del cerebelo (Chomez y cois., 2000).
El gen ¡3 codifica tres formas capaces de unir hormona: TRJ31, TR|32 y TR|33, y una forma que
une hormona pero no se une al ADN, TRAfJ3 que actúa como un potente represor in vitro (Harvey
v Williams, 2002).
Los TRs tienen una estructura muy conservada con un dominio central de unión al ADN, que
posee una estructura de dos dedos de zinc (Freedman, 1992). La región carboxi-terminal contiene
los dominios de dimerización y unión al ligando y las zonas de interacción con co-activadores y co-
represores. La región amino terminal es la más variable y puede contribuir a la especificidad del
receptor (Aranda y Pascual, 2001; Yen, 2001).
En el SNC se han encontrado todas las isoformas de los TRs. Las isoformas TRoc son más
abundantes y están más ampliamente distribuidas en el SNC que las TRp. El conocimiento de la
distribución regional de los TRs, así como el análisis de animales transgénicos de los mismos y la
utilización de aproximaciones farmacológicas, ha permitido establecer ciertas funciones fisiológicas
específicas para las distintas isoformas de receptor en el SNC (Ng y cois., 2001; Guadaño-Ferraz y
cois., 2003; Manzano y cois., 2003).
1.3.2. Mecanismos de acción extranucleares de las hormonas tiroideas
Las acciones nucleares de las HT tienen un tiempo de latencia largo (de horas a días). Sin
embargo, se han descrito acciones mediadas por HT que ocurren en un periodo de tiempo muy
corto (pocos minutos; Yen, 2001). Estas son las respuestas rápidas extranucleares, que son menos
conocidas.
Estas acciones parecen estar mediadas por isoformas de los TRs asociadas a la membrana
plasmática y/o por nuevos receptores de membrana acoplados a proteínas G señalizando a través
de segundos mensajeros intracelulares. Hasta el momento sólo se ha identificado un posible
receptor, la integrina aV [33 (Bergh y cois., 2005). Se ha postulado que las acciones extranucleares de
T4 y T3 influyen sobre la transcripción génica a través de las cascadas MAPK y STATs. MAPK
activada fosforila los TRs nucleares modulando su actividad sobre la transcripción (Davis y cois.,
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2000). Además, el complejo MAPK-TR tiene capacidad de fosforilar a p53, modificando así su
actividad transcripcional.
A nivel mkocondrial, las HT ejercen acciones indirectas sobre las mitocondrias regulando la
transcripción de genes nucleares cuyos productos modulan la expresión de genes mitocondriales.
También se han descrito acciones directas sobre la expresión del genotna mitocondrial y la
fosforilación oxidativa. Muchas de estas acciones están mediadas por formas truncadas de los TRs
nucleares que modulan la expresión del genoma mitocondrial actuando como factores de
transcripción dependientes de ligando (Wrutniak-Cabello y cois., 2001).
1.4. Acciones de las hormonas tiroideas en el sistema nervioso: hípotiroidismo
Las acciones de las HT en el SN son aún más complejas que en otros órganos debido a la
heterogeneidad regional y celular de este tejido. Distintos estudios clínicos y experimentales indican
que la deficiencia de HT durante el desarrollo causa anomalías anatómicas y funcionales del SN
resultando en alteraciones neurológicas graves e irreversibles. Las HT también son necesarias para
mantener la actividad y función del SN durante la vida adulta, aunque sus acciones biológicas en el
periodo adulto han sido menos estudiadas.
El hipotiroidismo es la deficiencia hormonal más común, siendo más frecuente en las mujeres
y aumentando su incidencia con la edad. La frecuencia del hipotiroidismo (clínico y subclínico) en la
población adulta es de alrededor de un 8% (Vanderpump y Tunbridge, 2002). El hiporiroidismo
está definido por niveles insuficientes de HT en sangre con la consiguiente elevación de la
concentración plasmática de TSH, En la práctica clínica se considera hipotiroidismo subclínico
cuando sólo se encuentra elevada la TSH.
Las causas más habituales de hipotiroidismo son la disgenesia tiroidea, la ablación quirúrgica o
por irradiación del tiroides y la tiroiditis. El consumo de alimentos bocíógenos (yuca, mijo, coles),
factores iatxógenos (litio, amiodarona, interferón a) o compuestos tóxicos (bifenilos policromados,
resorcinol) también puede inducir o agravar ei hipotiroidismo.
1.4.1. El hipotiroidismo durante el desarrollo del sistema nervioso
El pape! fisiológico de las HT consiste en asegurar la coordinación temporal de diferentes
eventos del desarrollo modulando la expresión de genes específicos (Bernal y Guadaño-Femz,
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1998). El hipotiroidismo durante el desarrollo cerebral conduce a alteraciones moleculares y
anatómicas en el cerebro en desarrollo que inducen alteraciones neurológicas y neuropsicológicas
irreversibles, como retraso mental, sordera y desórdenes neuromotores. La función tiroidea materna
es esencial para el desarrollo del cerebro fetal (Calvo y cois., 2002; Zoeller, 2003; Morreale de
Escobar y cois., 2004). Según la OMS, la hipoúroxinemia materna por deficiencia de yodo es,
después del hambre, la causa de retraso mental prevenible más extendida en el mundo (WHO,
1990). Se ha propuesto que el papel principal de la T3 durante el desarrollo es desreprimir la
transcripción de los genes diana en determinadas ventanas de tiempo (Morte y cois., 2002).
Las regiones más afectadas por la deficiencia de HT durante el desarrollo son la neocorteza, los
ganglios básales, el cerebelo, el hipocampo y el giro dentado (GD). Estas regiones están implicadas
en la memoria y el aprendizaje, así como en tareas motoras, lo que explicaría muchas de las
alteraciones funcionales debidas al hipotiroidismo.
La deficiencia de HT afecta a la histogénesis de la neocorteza, produciendo una reducción del
crecimiento dendrítico y de la sinaptogénesis (Eayrs, 1955). Las células se encuentran más
empaquetadas, lo que se traduce en una disminución del tamaño cerebral. El número de espinas del
árbol apical de las neuronas piramidales de la corteza visual se encuentra reducido. Los barriles de la
corteza somatosensorial primaria presentan un retraso en su formación y una reducción de sus
dimensiones (Berbel y cois., 2001). La deficiencia hormonal también interfiere con la maduración de
las comisuras telencefálicas cuerpo calloso y comisura anterior (Berbel y cois., 1994; Guadaño
Ferraz y cois., 1994), lo que muy probablemente repercuta en la transferencia de información entre
ambos hemisferios cerebrales.
El cerebelo es una región con gran proporción de adquisición celular postnatal. El
hipotiroidismo produce un retraso en la migración de las células granulares desde la capa
germinativa externa, además de influir en la proliferación y muerte de estas células (Lauder, 1979).
También afecta al crecimiento de la arborización dendrítica de las células de Purkinje, aunque el
retraso en la adquisición celular y el desarrollo del cerebelo debido al hipotiroidismo implican
proporciones anormales de todos los tipos celulares (Legry y cois., 1976).
El hipocampo y el GD son regiones de neurogénesis tardía, por lo que la deficiencia de HT
afecta a su desarrollo (Gould y cois., 1991). El hipotiroidismo durante el desarrollo provoca una
disminución del número de células granulares en el GD (Rami y cois., 1986b), lo que conlleva la
reducción del número de fibras musgosas que proyectan a CA3 y de las sinapsis granulares-
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piramidales en esta capa. Las neuronas piramidales de CA3 presentan además atrofia en su
arborización dendríüca, lo que se correlaciona con la disminución del volumen de esta región. El
hipotiroidismo también afecta al número de neuronas piramidales en CAÍ (Madeira y cois., 1992).
Estos efectos tan dramáticos en la formación del hipocampo pueden contribuir a las anomalías en el
comportamiento que se observan en condiciones de hipotiroidismo.
Los TRs se expresan en neuronas, oligodendrocitos y algunas subpoblaciones de astrocitos
(Bradley y cois., 1992; Carlson y cois., 1996; Carre y cois., 1998). La expresión de los TRs presenta
diferentes patrones para cada isoforma que además varían durante la ontogenia del SN. Aunque se
ha descrito que las HT actúan sobre la proliferación de determinadas poblaciones (glía y neuronas
de génesis tardía), se conocen mejor sus acciones sobre la migración, diferenciación y maduración
celular (Bernal, 2005).
Como se ha visto anteriormente, la deficiencia de HT bloquea la maduración neuronal, en
particular, disminuye el número de axones corticales y provoca alteraciones en el desarrollo,
densidad y distribución de las dendritas, reduciendo el número de espinas, todo lo cual conlleva
importantes alteraciones en la sinaptogénesis.
Las HT controlan la proliferación y diferenciación de los precursores de oligodendrocitos y
modulan la producción de lípidos mielínicos. El hipotiroidismo impide la correcta diferenciación de
los oligodendrocitos, lo que provoca un retraso en la mielinización y una disminución del número
de axones mielínicos, con las consiguientes alteraciones funcionales en la transmisión del impulso
nervioso.
Además, la deficiencia de HT altera la maduración de las células de glía radial en CAÍ y la glia
de Bergmann en cerebelo, lo que se relaciona con las alteraciones en la migración celular detectadas
en los animales hipotiroideos.
1.4.2. El hipotiroidismo en el sistema nervioso adulto
Estudios fisiológicos de los años 50 y 60 afirmaban que las variaciones del estado tiroideo no
afectaban al consumo de oxígeno en el cerebro humano adulto (Sensenbach y cois., 1954),
sugiriendo que el cerebro adulto, a diferencia del cerebro en desarrollo, era poco sensible a la acción
de las HT. La repercusión de estos estudios ha contribuido a que se haya tardado en reconocer la
acción de las HT en el funcionamiento del SN adulto.
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Evidencias experimentales posteriores mostraron que el cerebro adulto responde
metabólicamente al estado tiroideo (Chapa y cois., 1995; Calza y cois., 1997). Además se han
descrito diversas alteraciones anatómicas por deficiencia de HT en estadios postnatales. Se ha
descrito una disminución del número de neuronas granulares en el GD de ratas adultas tras 150d de
hipotiroidtsmo, aunque el volumen de la capa granular no se modifica (Madeira y cois., 1991). En
estos animales también se observa una reducción en el número de neuronas piramidales de CAÍ y
alteraciones estructurales en CA3 (Madeira y cois., 1992). El hipotiroidismo en ratas adultas también
afecta al número y la distribución de espinas dendríticas en neuronas corticales, que se puede evitar
con un tratamiento de reemplazo hormonal (Ruiz-Marcos y cois., 1980). Esto sugiere además la
participación de las HT en procesos de plasticidad en el SN adulto.
Además hay varios hechos que indican la importancia de las HT en el funcionamiento del SN
adulto en humanos. Se han descrito importantes disfunciones mentales y psicológicas asociadas al
hipotiroidismo (Boyages, 1996; Whybrow, 1996). Et hipotiroidismo adulto provoca alteraciones de
la memoria, el aprendizaje y la concentración, astenia psicomotora, alteración de los niveles de
neurotransmisores y alteraciones del comportamiento (demencia, confusión, psicosis y cambios de
personalidad) y del estado de ánimo (depresión, trastorno bipolar).
Muchos de los síntomas asociados al hipotiroidismo también son frecuentes en pacientes con
depresión por lo que se ha establecido una relación entre las HT y los desórdenes del estado de
ánimo. Se ha determinado que entre un 8-17% de los pacientes con depresión presentan
hipotiroidismo (Gold y cois., 1981; Prange, 1996), siendo subcíínico en la mayoría de los casos.
Además esta frecuencia aumenta en pacientes refractarios al tratamiento con fármacos
antidepresivos (Howland, 1993; Gloger y cois., 1997). Por estos motivos, se recomienda examinar la
función tiroidea de pacientes con desórdenes del estado de ánimo y tratar las dtsfunciones tiroideas
subclínicas con HT. También se recomienda que los pacientes hipotiroideos con trastornos del
estado de ánimo sigan terapias de reemplazo hormonal con criterios más estrictos que los pacientes
sin patología psiquiátrica (Haggerty y Prange, 1995).
En los pacientes con trastornos del estado de ánimo sin enfermedad tiroidea que responden al
tratamiento con fármacos antidepresivos, el tratamiento adyuvante con HT (T3 o T4) se usa como
acelerador de la respuesta (Prange y cois,, 1969; Altshuler y cois., 2001). En los pacientes
refractarios o que responden parcialmente al tratamiento con fármacos antidepresivos, el
tratamiento con HT se utiliza como potenciador de las acciones de los antidepresivos Qoffe y
Singer, 1990; Aronson y cois,, 1996). En regiones implicadas en la modulación del estado de ánimo,
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como la amígdala y el hipocampo, se han encontrado niveles elevados de TRs en el adulto
(Puymirat y cois., 1991), lo que puede contribuir a explicar estas acciones de las HT en la depresión.
La patogénesis de la depresión no se conoce en profundidad y parece ser muí ti factorial.
Aunque los mecanismos subyacentes por los que el funcionamiento tiroideo participa en la
modulación de la psicopatología del estado de ánimo y la ansiedad no son del todo conocidos, hay
al menos dos hipótesis que pueden explicar las causas de la depresión y el mecanismo de acción de
ias HT en estos pacientes. Estas hipótesis no tienen por qué ser incompatibles y pueden ser
complementarias.
Por un lado, se ha postulado la importancia de la deficiencia de serotonina cerebral en la
depresión (Prange y cois., 1974) y se ha estudiado la acción de la T3 en la modulación de la
concentración de serotonina intracerebral (Kkkegaard y Faber, 1998). Se ha descrito que la
serotonina intracerebral disminuye en el hipotiroidismo y aumenta en el hipertiroidismo (Singhal y
cois., 1975; Sandrini y cois., 1996). En este caso, la administración de HT en pacientes depresivos
produciría un aumento en la neurotransmisión serotoninérgica, ejerciendo un efecto antidepresivo.
Por otro lado, se ha relacionado la depresión con la deficiencia cerebral de catecolaminas,
especialmente norepinefrina (Schildkraut, 1965). Se ha propuesto que las HT pueden actuar
modulando el número de receptores postsinápücos alfa y beta adrenérgicos (Whybrovv y Prange,
1981¡ Rozanov y Dratman, 1996). En el hipotiroidismo, la disminución de receptores adrenérgicos
podría explicar la hipoactividad neuronal y los efectos anímicos asociados. En depresión, el efecto
beneficioso del tratamiento coadyuvante con HT podría explicarse también por la activación de la
neurotransmisión catecolaminérgica.
En esta tesis además se aborda una tercera hipótesis: la posible influencia del estado tiroideo en
el mantenimiento del estado de ánimo por la modulación de la neurogénesis adulta en el giro
dentado.
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2. LA FORMACIÓN DEL HIPOCAMPO
La formación del hipocampo es una arquicorteza derivada del palio medial y forma parte de las
alocortezas trilaminares. Está formada por el giro dentado (GD), el cuerno de Amón (CA) o
hipocampo propiamente dicho y el subículo, que presentan una única capa de somas neuronales
densamente empaquetados entre dos capas de células dispersas (Ramón y CajaL 1911). La corteza
entorrinal adyacente es una periarquicorteza (mesocorteza) que recibe aferencias de las cortezas
asociativas, parahipucampal y perirrinal. Además la corteza entorrinal es la fuente de la mayoría de
las aferencias que recibe la formación del hipocampo. La formación del hipocampo presenta una
gran plasticidad estructural y funcional y está implicada en muchos procesos neurales, en particular
el aprendizaje y la memoria.
Esta tesis se centra en el estudio de las acciones de las HT en el GD y el hipocampo en la rata
adulta. Como se ha descrito anteriormente, estas regiones son diana de HT durante el desarrollo,
pero también en el adulto (Rami y cois., 1986a; Rami y cois., 1986b; Gould y cois., 1991; Madeira y
cois., 1991; Madeira y cois., 1992).
2.1 Anatomía del giro dentado en la rata adulta
La capa celular principal del GD es la capa de células granulares. Las células granulares se
disponen en una lámina intermedia cuyas dendritas apicales se orientan hacia la capa superficial
(molecular) y sus axones hacia la capa más profunda (polimórfica o hilio). En la capa de células
granulares se pueden distinguir una hoja dorsal o suprapiramidal y una ventral o infrapiramidal, con
respecto a la situación de las neuronas piramidales (Figura 3).
Las células granulares reciben aferencias de la corteza entorrinal o parahipocampal, que
perforan el surco del hipocampo (vía perforante) y alcanzan las dendritas apicales en la capa
molecular. Los axones de las células granulares abandonan el GD a través del hilio y de CA4 y se
extienden hasta CA3 atravesando el estrato lúcido. Son axones altamente ramificados y se
denominan fibras musgosas. Las fibras musgosas forman sinapsis complejas con las espinas
especiales, largas y muy ramificadas de las células piramidales de CA3.
En el borde interno de la capa granular también se localizan células en cesto. Estas células
presentan un axón muy ramificado y confinado a la capa granular y son capaces de inhibir
Introducción 12
simultáneamente un elevado número de células granulares. En la capa molecular y en ei hüus
también se encuentran varios subtipos de ínterneuronas GABAérgicas.
2.2 Anatomía del hipocampo en la rata adulta
La capa principal del hipocampo es la capa de células piramidales. Esta capa agrupa los somas
de las neuronas piramidales excitatorias y se subdivide en 4 regiones: CA3 y CAÍ son las más
importantes, CA2 es más pequeña y se sitúa entre ellas y CA4 está incluida en el hilio del GD. Estas
regiones presentan diferencias en el tamaño celular y el patrón de conectividad. Las neuronas de
CAÍ tienen somas más pequeños y están más empaquetadas. En CAÍ y CA2, las neuronas
piramidales carecen de las espinas dendríticas típicas de CA3 y de sus aferencias musgosas. Los
otros estratos son el lacunosum-moleculare (continuación de la capa molecular de la corteza
entorrinal}, el radiatum (que aloja las dendritas apicales de las neuronas piramidales), el Iucidum
(sólo presente en CA3), el oriens (que contiene los axones de las neuronas piramidales) y el álveo,
en el que se reúnen los axones de las neuronas piramidales hacia la fimbria.
Las dendritas apicales de las neuronas piramidales de CA3 reciben las fibras musgosas y sus
axones proyectan por un lado al álveo y por otro a las dendritas apicales de CAÍ mediante las
colaterales de Schaffer. Los axones de CAÍ también se bifurcan y proyectan al álveo (hacia el
hipotálamo) y al subículo. Las neuronas del subículo proyectan la información de vuelta a la corteza
entorrinal pero a neuronas de distintas capas de las que partió la vía perforante.
En la capa piramidal y en el stratum oriens se encuentran la mayoría de las células en cesto y
candelabro. Estas células son Ínterneuronas inhibitorias GABAérgicas que están implicadas en la
modulación de la actividad eferente en las neuronas piramidales.
Las capas de células no piramidales del hipocampo contienen un número pequeño de
neuronas. Estas neuronas tienen somas con diferentes morfologías y presentan distintos patrones
de arborización dendrítica y axonal (Ramón y Cajal, 1905).
2.3. Conexiones de la formación del hipocampo
Las conexiones de la formación del hipocampo son principalmente unidireccionales y forman
un bucle cerrado que se origina en la corteza entorrinal (Figura 3). Aunque la vía perforante es la
aferencia principal a la formación del hipocampo, existe otra vía de entrada de información a la
formación del hipocampo desde la corteza entorrinal a través de la capa molecular del subículo,
alcanzando las dendritas apicales de CA3. Una tercera vía de entrada de información (modulatoria)
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son las aferencias procedentes del septo, hipotálamo y tronco del encéfalo a través del fórnix que
contacta con las dendritas básales de las neuronas piramidales de CAÍ.
En la corteza entorrinal converge la información aferente, procedente de las cortezas
asociativas orbitofrontal, insular y cingular, y la información que devuelve la formación del
hipocampo. El hipocampo y el GD reciben también aferencias importantes de la amígdala, tálamo,
septo, hipotálamo y núcleos monoaminérgicos del tronco del encéfalo a través de la corteza
entorrinal. Además reciben aferencias comisurales del hipocampo contralateral.
En este circuito simplificado, habría que incluir las sinapsis entre las células principales y las
intemeuronas inhibitorias y las sinapsis asociativas entre las células principales.
^
Figura 3. La formación del hipocampo y sus conexiones. En pequeño, esquema de las diferentes
regiones: CE, corteza entorrinal; GD, giro dentado; Hi, hilus; CA1-CA3, regiones del hipocampo; Sb,
subículo. En grande, dibujo esquemático de la formación del hipocampo y sus principales proyecciones
(Ramón y Cajal, 1901). Las flechas indican la direccionalidad de las conexiones.
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2.4 Funciones de la formación del hipocampo
2.4.1 Adquisición y consolidación de memorias
El sistema nervioso puede modificar su estructura y su dinámica como consecuencia de la
experiencia. La plasticidad neuronal consiste en la capacidad de las neuronas para modificar sus
propiedades, así como sus patrones de conexiones con otras neuronas. El resultado de estos
cambios es una adaptación del organismo al medio (Kolb, 1999). A nivel celular, la plasticidad es
una modificación de las propiedades electrofisiológicas de la neurona. La sinapsis no es una
estructura rígida sino que puede variar a causa de los patrones de actividad cerebral. En muchas
sinapsis una actividad repetitiva puede conducir no sólo a una alteración de corto plazo, sino a
modificaciones duraderas e incluso permanentes. El principal fenómeno asociado a estos cambios
es la potenciación a largo plazo (LTP). La LTP se expresa como un aumento persistente de la
transmisión sináptica tras estimular una vía aferente con pulsos de corriente eléctrica de alta
frecuencia. La LTP se describió por primera vez en el hipocampo y se ha postulado que es la base
del aprendizaje y la memoria (Bliss y Gardner-Medwin, 1973; Bliss y Collingridge, 1993).
Se distinguen varios tipos de memoria. La memoria de trabajo es la capacidad de mantener y
usar la información de forma transitoria. La memoria explícita o declarativa, que requiere el
recuerdo consciente de hechos o eventos. La memoria implícita o no declarativa, que utiliza
estrategias o habilidades inconscientes. Estos tipos de memoria residen en regiones diferentes del
cerebro.
Invidencias tanto experimentales como de pacientes con daños en la formación del hipocampo
indican que la formación del hipocampo está implicada en la formación y consolidación de
memorias explícitas (Scoville y Milner, 1957; Zola-Morgan y cois., 1994; Mishkin y cois., 1997), es
decir, de la formación de memorias a largo plazo (Milner y cois., 1998). Esa información se
transfiere después a la neocorteza, donde se almacena. La consolidación de la memoria parece
producirse por un proceso de LTP en los terminales de la vía perforante en el GD y en las sinapsis
de neuronas piramid:t]L-s de CA3 con neuronas de CAÍ (vía colateral de Schaffer).
También se ha podido comprobar que el estado emocional y motivacional es decisivo para la
consolidación de la memoria (Aggleton, 1993). Se ha observado que la LTP también puede verse
inHuida por estos factores. En esta relación entre motivación y memoria pueden estar implicadas las
interacciones entre la formación del hipocampo y la amígdala (ver siguiente apartado).
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2.4.2 Mantenimiento del estado de ánimo
La formación del hipocampo tiene un papel indirecto sobre las emociones a través de su
relación con la amígdala. Ambas forman parte del sistema límbico, que engloba áreas del encéfalo
relacionadas con la emoción y las vías que las interconectan. El sistema límbico, además de influir
sobre la emoción, lo hace sobre funciones cognkivas, especialmente la memoria.
La amígdala está implicada en la formación y consolidación de memorias emocionales y podría
actuar como refuerzo de la adquisición y el almacenamiento de memorias en otras zonas del cerebro
entre las que se incluyen el G D y el hipocampo (LeDoux, 1993; McGaugh y cois., 1996).
La amígdala presentn numerosas conexiones recíprocas con otras estructuras límbicas y con la
neocorteza (Marcn, 1996). Las conexiones entre la amígdala y el hipocampo no son directas. La
amígdala proyecta al septo y a la corteza entorrinal, que constituyen las principales aferencias
colinérgica y glutamatérgica, respectivamente, al hipocampo (Brown y Zador, 1990).
La formación del hipocampo es una región de elevada plasticidad y, aunque no debe ser la
única responsable de los síntomas observados en la depresión, parece jugar un papel central en la
enfermedad depresiva. Algunos estudios han encontrado reducciones significativas del volumen del
hipocampo en pacientes con depresión en un rango entre el 8% y el 19% (Sheline y cois., 1996;
Shah y cois., 1998; Sheline y cois., 1999; Bremner y cois., 2000), pero otros no (Axelson y cois.,
1993; Ashtari y cois., 1999; Vakili y cois., 2000). Estas discrepancias parecen deberse a diferencias
metodológicas (resolución de la técnica utilizada, discriminación entre estructuras como el
hipocampo y la amígdala, heterogeneidad de los sujetos de la muestra y de las causas de la
depresión).
En algunos estudios con pacientes con depresión, la pérdida de volumen hipocampal parece
tener un significado funcional. Se han relacionado la depresión y la atrofia hipocampal con
alteraciones de la memoria verbal, que es una forma de memoria explícita (Sheline y cois., 1999).
Por otro lado, se ha observado que la depresión afecta a la memoria explícita sin afectar
generalmente a la memoria implícita (Roediger y McDermott, 1992; Bazin y cois., 1994), ni a la
memoria de trabajo (Zakzanis y cois., 1998; Harmer y cois., 2002).
También cambios del volumen del GD parecen tener consecuencias para las funciones
cognitivas de la formación del hipocampo. En experimentos con roedores, el enriquecimiento del
ambiente induce un aumento del volumen del GD que se acompaña de un mejor desarrollo de
tareas de aprendizaje espacial (Kempermann y cois., 1997).
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3. NEUROGÉNESIS EN EL CEREBRO ADULTO
La neurogénesis o generación de nuevas neuronas comprende varios procesos: proliferación,
migración, diferenciación, maduración y supervivencia celular.
El sistema nervioso tiene un poder de regeneración y reparación muy limitado en comparación
con otros tejidos o sistemas. El dogma clásico determinaba que la neurogénesis se limitaba al
desarrollo embrionario y postnatal temprano y que la población neuronal del individuo adulto no
podía ser reemplazada (Ramón y Cajal, 1914). Aunque se habían detectado figuras mitóticas en el
cerebro de animales adultos, siempre se relacionaron con la generación de células guales. La
heterogeneidad celular y la complejidad estructural del SNC parecían explicar la ausencia de
recambio neuronal en el cerebro adulto.
En la década de 1960, la introducción del uso de la tímidina tritiada y las técnicas
autorradiográficas permitieron la detección de células en fase de síntesis de ADN en tejido nervioso
de animales adultos. Los trabajos pioneros de Altman indicaron la existencia de neurogénesis en el
bulbo olfatorio, formación del hipocampo y neocorteza cerebral (Altman, 1962, 1963; Altman y
Das, 1965; Altman, 1969). Estas observaciones fueron corroboradas más tarde por Kaplan,
combinando la autorradiografía con la microscopía electrónica (Kapian y Hinds, 1977; Kaplan,
1985). Sin embargo, todos estos estudios fueron recibidos con gran escepticismo por la comunidad
científica.
El conocimiento de la neurogénesis adulta recibió un gran impulso con los estudios del grupo
de Nottebohm sobre el recambio neuronal estacional en el centro vocal de los canarios (Goldman y
Nottebohm, 1983; Patón y Nottebohm, 1984). Sin embargo, hubo que esperar hasta la década de
1990 para que empezara a derrumbarse el dogma clásico y se aceptara la existencia de neurogénesis
en el cerebro de mamíferos adultos (Cameron y cois., 1993; Lois y Alvarez-Buylk, 1993; Luskin,
1993; Kuhn y cois., 1996), incluido el hombre (Eriksson y cois., 1998; Sanai y cois., 2004). La
introducción del uso de la bromodeoxiuridina (BrdU) fue determinante para estos descubrimientos.
La BrdU es un análogo de la tímidina que se incorpora al ADN de células en proliferación y puede
detectarse por inmunohistoquímica. También fue relevante el uso de marcadores específicos de tipo
celular para identificar el fenotipo de las células generadas de novo. Más recientemente, se han
empezado a utilizar anticuerpos para detectar por inmunohistoquímica antígenos de proliferación
endógenos, que marcan células en diferentes fases proliferativas del ciclo celular (Ki67, fosfohistona
H3, PCN.V.
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El descubrimiento de la neurogénesis en el adulto representa un hito en la historia de la
neurobiología que ha abierto nuevos campos de investigación. Aunque sigue siendo válida la
afirmación de que las neuronas maduras han perdido la capacidad de dividirse, se ha constatado que
en el cerebro adulto persisten poblaciones de células madre o precursores neurales con capacidad
para proliferar y generar neuronas y/o células gliales.
3.1 Zonas neurogénicas en el cerebro de la rata adulta
La presencia de células madre o precursores neurales se ha descrito en varias zonas del cerebro
maduro, incluyendo el estriado, neocorteza y cuerpo calloso (Palmer y cois., 1995) e incluso en la
médula espinal (Weiss y cois., 1996). Sin embargo, en el cerebro adulto, la presencia de células
madre con linaje neuronal se restringe a dos zonas concretas: la zona subventricular (ZSV)
adyacente a los ventrículos laterales y la zona subgranular (ZSG) del GD de la formación del
hipocampo (Figuras 4 y 5; Alvarez-Buylla y Lim, 2004). En otras zonas, las células madre sólo
generan células gliales, aunque in vitro y en un entorno neurogénico son capaces de generar neuronas
(Herrera y cois., 1999; Shihabuddin y cois., 2000). Esto indica que el ambiente local es muy
importante en la determinación del destino de los precursores neurales (Suhonen y cois., 1996).
3.1.2 La zona subventr icular de los ventrículos laterales
Los precursores generados en la ZSV migran varios milímetros tangencialmente hacia el bulbo
olfatorio por una vía restringida llamada camino migtador rostral (CMR). Una vez en el bulbo, los
neuroblastos migran radialmente hacia las capas granular y periglomerular, donde diferencian a
neuronas GABAérgicas granulares y periglomerulares (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Winner y cois.,
2002). Se ha descrito que el CMR está constituido por gliotubos, formados por astrocitos que
recubren a los neuroblastos en su camino hacia el bulbo olfatorio. Se ha postulado que el gliotubo
provee de información direccional y genera un microambiente que favorece la migración (Alvarez-
Buyila y García-Verdugo, 2002).
También se ha sugerido que la ZSV podría ser la fuente de nuevas neuronas para la neocorteza
(Gould y cois., 1999a), pero esta posibilidad ha generado gran controversia (Kornack y Rakic, 2001)
y son necesarios más estudios para corroborarla. En la ZSV también se originan células guales
destinadas a diferentes regiones del cerebro.
Introducción
Estudios in vitro han revelado la existencia de células madre neurales en k ZSV (Morshead y
cois., 1994). Los cultivos realizados con tejido de esta región dan lugar a agregados celulares
denominados neurosferas. Algunas de las células que componen las neurosferas presentan las
características de autorenovación (son capaces de volver a generar neurosferas en sucesivos pases) y
de pluripotencialidad (generan neuronas, astrocitos y oligodendrocitos).
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Figura 4. Esquema de la organización celular
en la zona subventricular. Se representa un
grupo típico de células A (migradoras) rodeadas de
células B (astrocitos células madre) y cercanas a las
células C (progenitores intermedios). En gris,
ependimodtos. ZSV, zona subventricular VL,
ventrículo lateral. Alvarez-Buylla y Garda-Verdugo,
2002.
En la ZSV, se ha descrito que las células madre generadoras de los precursores neuronales
tienen características de astrocitos (Doetsch y cois., 1999). Aunque esta hipótesis cuenta con
multitud de evidencias experimentales, hay investigadores que sostienen que las células del
epéndimo ventricular serian las células madre de la ZSV (Johansson y cois., 1999). Según el modelo
astrocítico (Doetsch y cois., 1997; Figura 4), las células madre con características de astrocitos
(células B) se dividen ocasionalmente y de forma asimétrica, generando una célula madre y un
precursor intermedio o célula C. Los precursores intermedios tienen una elevada actividad mitórica,
amplificando así su población. Estas células dan lugar a los neuroblastos migradores (células A), que
también tienen actividad mitogénica y se organizan en cadenas para recorrer el CMR hasta el bulbo
olfatorio.
3.1.3 La zona subgranular del giro dentado
En la ZSG se generan neuroblastos que migran tan sólo unas mieras hasta integrarse en la capa
granular del GD donde extienden procesos y se diferencian a neuronas granulares (Christie y
Cameron, 2006; Figura 5). En esta región, a diferencia de la ZSV, se producen muy pocas células
gliales (Cameron y cois., 1993). La tasa neurogénica de la ZSG, aunque importante para esta región,
es menor que en la ZSV.
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Estudios in nitro han demostrado que a partir de tejido hipocampal adulto se pueden generar
neurosferas con características de autorenovación y pluripoteneiaUdad similares a las de la ZSV
(Gage y cois., 1995).
Figura 5. Esquema de la organización celular en la zona subgranular det giro dentado. Los astrocitos
(A) generan y rodean a los progenitores intermedios (células D), que dan lugar a las células granulares (G).
Seri y cois., 2004.
En la ZSG se ha determinado que las células madre generadoras de los precursores neuronales
también tienen características de astrocitos (Seri y cois., 2001). Estos astrocitos dan lugar a las
neuronas granulares a través de una serie de precursores intermedios de complejidad morfológica
creciente (células D). El astrocito genera por división asimétrica otro astrocito y una célula DI. La
célula DI es un precursor intermedio sin procesos y con capacidad mitogénica, que genera dos
células D2. Las células D2 son postmitóticas y al ir extendiendo sus procesos, dan lugar a las células
D3. Estas células presentan características de neuronas inmaduras y tras su maduración dan lugar a
las neuronas granulares del GD (Seri y cois., 2004; Figura 5). En la ZSG, los precursores neuronales
se encuentran agrupados en unidades proliferativas, en las que los procesos del astrocito rodean a
las células D formando un nido (Figura 5). Así la célula madre aisla a las células D del hilus y,
probablemente, intercambia con ellas señales necesarias para su diferenciación y maduración (Seri y
cois., 2004). Los neuroblastos y las neuronas inmaduras del GD adulto expresan la proteína
doblecortina (DCX; Nacher y cois., 2001). Esta proteína del citoesqueleto también se expresa por
neuroblastos y neuronas inmaduras en distintas regiones cerebrales durante el desarrollo (Gleeson y
cois., 1999).
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De las miles de nuevas células que se generan cada día en la ZSG (-9000; Cameron y McKay,
2001), una gran parte muere en poco tiempo. Se ha estimado que en condiciones normales
alrededor del 50% de las nuevas células generadas mueren durante el primer mes y parece que
después la tasa de muerte se reduce considerablemente (Dayer y cois., 2003). Probablemente, al final
sólo sobreviven las células capaces de establecer contactos sinápticos funcionales con otras
neuronas, al igual que ocurre durante el desarrollo (Burek y Oppenheim, 1996).
3.2 Factores moduladores de la neurogénesis en el adulto
Los mecanismos que controlan la proliferación de los progenitores neurales no se conocen en
profundidad, pero se ha observado que pueden estar influidos por diversos factores circulantes,
incluyendo ciertas hormonas. Estos factores pueden influir de forma diferente en la capacidad
proliferaúva de las dos zonas neurogénicas. Los esteroides adrenales reducen de forma natural la
producción de nuevas neuronas en el GD (Cameron y Gould, 1994) probablemente activando
receptores de tipo NMDA (Cameron y cois., 1998). Por el contrario, la adrenalectomía aumenta la
proliferación en el GD (Montaron y cois., 1999). Los estrógenos sin embargo aumentan la
proliferación en el G D y la ovariectomía reduce la proliferación en esta región y aumenta la muerte
celular (Tanapat y cois., 1999). La prolactina no tiene efectos sobre la neurogénesis en el GD pero
estimula la producción de progenitores en la ZSV (Shingo y cois., 2003).
Los factores de crecimiento, en general, estimulan la proliferación. PGF-2 y EGF tienen
efectos característicos sobre los progenitores de la SZV y del GD (Craig y cois., 1996; Jin y cois.,
2002). BDNF es necesario para la neurogénesis en el GD (Lee y cois., 2002) y la administración de
IGF-1 promueve la neurogénesis en esta región (Aberg y cois., 2000).
La neurogénesis también se modula por diferentes neurotransmisores. El glutamato, actuando
a través de los receptores de tipo NMDA, reduce la neurogénesis en el GD (Cameron y cois., 1995;
Cameron y cois., 1998), mientras que la serotonina la aumenta tanto en GD como en ZSV (Brezun
y Daszuta, 1999). La norepinefrina tiene efectos diferenciales en ambas regiones: en el GD su
déficit reduce la proliferación sin afectar a la diferenciación ni a la supervivencia celular (Kulkarni y
cois., 2002), mientras que en la ZSV el bloqueo de sus receptores oc2 no altera la proliferación pero
aumenta la supervivencia neuronal en el bulbo olfatorio (Bauer y cois., 2003).
La neurogénesis, además de estar modulada por factores internos, lo está por factores externos.
La exposición a factores ambientales como el enriquecimiento del ambiente y el ejercicio voluntario
estimulan la neurogénesis en el GD (Brown y cois., 2003a). También el entrenamiento específico
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con tareas de aprendizaje dependientes del hipocampo aumenta la supervivencia de las nuevas
neuronas en et GD (Gemid y cois., 1999b), Por otro lado, las situaciones de estrés, que se sabe
aumentan los niveles de glucocorácoides circulantes, disminuye la tasa de neurogénesis en el GD
(Pham y cois., 2003).
La administración de diferentes drogas de abuso como los opiáceos, la nicotina o el etanol,
también disminuye la neurogénesis en el GD (Eisch y cois., 2000; Abrous y cois., 2002; Herrera y
cois., 2003).
3.3 Funciones de la neurogénesis en el cerebro adulto
Estudios recientes indican que las neuronas generadas de novo en las zonas neurogénicas adultas
se incorporan en circuitos neuronales y maduran como neuronas funcionales (van Praag y cois.,
2002; Carleton y cois., 2003). Algunas de las neuronas generadas de novo sobreviven durante tiempos
largos tanto en el bulbo olfatorio como en el GD (Winner y cois., 2002; Kempermann y cois.,
2003). Todo esto indica que la neurogénesis en el cerebro adulto debe tener un significado funcional
(Kempermann y cois., 2004).
Se piensa que la generación de nuevas neuronas en el bulbo olfatorio podría relacionarse
funcionalmente con la discriminación de olores. La actividad olfativa regula la neurogénesis en esta
2ona (Petreanu y Alvarez-Buylk, 2002; Rochefort y cois., 2002). También se ha postulado que el
aumento en el número de neuronas olfatorias, debido al aumento de los niveles de estrógenos y
prolactina asociados al ciclo estral y la preñez, puede estar implicado en la necesidad de preparar el
sentido del olfato para la discriminación de las crías (Tanapat y cois., 1999; Shingo y cois., 2003). En
d bombee, aunque se ha descrito la existencia de progenitores en la ZSV, hasta el momento no se
ha identificado un camino migrador (Sanai y cois., 2004; Quiñones-Hinojosa y cois., 2006), por lo
que la neurogénesis en esta región puede no tener el mismo significado funcional que en roedores-
Estudios con animales de experimentación han relacionado funcionalmente la generación de
nuevas neuronas en el GD con ciertas formas de aprendizaje asociativo en la formación del
hipocampo. Se ha descrito que el aprendizaje de una tarea de condicionamiento del parpadeo con
un paradigma de tra2a (que depende de la función hipocampal) se ve impedido por la reducción de
la neurogénesis tras el tratamiento con un agente citostático (Shors y cois., 2002). También se ha
determinado que factores neuroendocrinos que modulan la neurogénesis en el GD, como los
glucocorticoides y los estrógenos, así como las experiencias estresantes y el ejercicio físico
modifican el aprendizaje espacial dependiente del hipocampo (Luine y cois., 1994; Bodnoff y cois.,
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1995; Luine y cois., 1998; van Praag y cois., 1999). Se ha propuesto que las nuevas neuronas
permitirían al hipocampo optimizar las conexiones entre el GD y CA3 de manera dependiente de la
actividad y la experiencia (Kempermann, 2002). Esto permitiría al sistema desenvolverse de una
manera adecuada y eficiente ante las novedades y la complejidad que se encuentra el individuo cada
día.
En el GD humano también se ha descrito neurogénesis (Eriksson y cois., 1998). Como se
explicó más arriba, la formación del hipocampo contribuye al menos a algunos de los síntomas de la
depresión, ya sea directamente o a través de sus aferencias a otras regiones cerebrales relacionadas
con el estado de ánimo (Manji y cois., 2001). Se ha propuesto que la atrofia hipocampal que se
observa en pacientes con depresión se puede deber a la muerte o atrofia de neuronas preexistentes
en esta región. Recientemente algunas teorías apuntan a que fallos en la neurogénesis adulta en el
GD pueden ser parcialmente responsables de los trastornos depresivos (Santarelli y cois., 2003;
Duman, 2004). Es bien conocido que es necesaria la administración crónica de los fármacos
anndepresivos para conseguir un efecto terapéutico sobre la depresión. Se ha descrito que el
tratamiento crónico con estos fármacos, pero no el tratamiento agudo, aumenta la proliferación en
el hipocampo adulto (Malberg y cois., 2000; Nakagawa y cois., 2002; Santarelli y cois., 2003). Por
ello se piensa que el tiempo que tardan en ser eficaces los antidepresivos puede estar muy
relacionado con el tiempo necesario para estimular la generación y maduración de nuevas neuronas
en el GD. También se ha descrito que el bloqueo de la neurogénesis inducida por los antidepresivos
bloquea la respuesta conductual de estos fármacos (Santarelli y cois., 2003). Parece que la reducción
de la proliferación celular y de la neurogénesis en el GD puede estar implicada en la patofisiología
de la depresión y que revertir o prevenir la reducción de la neurogénesis puede ser un mecanismo de
acción común de los distintos fármacos antidepresivos (Duman y cois., 2001; Kempermann y
Kronenberg, 2003; Malberg, 2004).
Por último, se ha descrito que diferentes situaciones patológicas, como la isquemia o lesiones
cerebrales, son capaces de estimular la generación de nuevas neuronas en regiones distintas del
bulbo olfatorio y del GD (Gould y Tanapat, 1997; Magavi y cois., 2000; Arvidsson y cois., 2002;
Nakatomi y cois., 2002; Teramoto y cois., 2003), quizás actuando como un mecanismo reparador.
Debido a esto se considera que el conocimiento de los mecanismos de activación y modulación
endógena de la neurogénesis podría servir en un futuro para combatir los daños cerebrales y las
enfermedades neurodegenerativas usando la terapia celular.

Objetivos 23
I I ' ibjetivo general de esta tesis ha sido analizar la posible modulación de la neurogénesis en el
giro dentado en ratas adultas por hormonas tiroideas y explorar las posibles implicaciones
funcionales resultantes de esta modulación hormonal.
Para alcanzar este objetivo nos hemos planteado:
5> Desarrollar un modelo experimental de ratas adultas con distinto estado tiroideo (ratas
eutiroideas, hipotiroideas e hipotiroideas con un tratamiento de reemplazo hormonal) y
en estos animales:
> Analizar la capacidad proliferativa y la generación de nuevas neuronas en el giro
dentado.
> Estudiar la funcionalidad de la formación del hipocampo, analizando con distintas
pruebas la tendencia al comportamiento de tipo depresivo y la memoria dependiente
del hipocampo.
y Determinar si el reemplazo hormonal es capaz de revertir las anomalías observadas en
condiciones de hipotiroidismo.
>• Con los objetivos planteados en los apartados anteriores se pretende entender mejor las
anomalías funcionales provocadas por el hipotiroidismo adulto y alcanzar una mejor
comprensión de la relación entre la fisiología tiroidea cerebral, la modulación de la
neurogénesis y ta conducta.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
Se utilizaron ratas Wistar macho adultas proporcionadas por el animalario del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, que se estabularon en grupos de 3 por ¡aula. Los animales se
mantuvieron en habitaciones con temperatura controlada (22-24°C) y con ciclos alternarivos de 12h
de luz y 12h de oscuridad. Los animales se sometieron a control veterinario siguiendo las normas de
la Unión Europea (86/609/EEC) según procedimientos aprobados por el comité ético de la
institución.
Se utilizaron animales eutiroideos (E), hipotiroideos (H) e hipotiroideos tratados crónicamente
con T3 y T4 como terapia de reemplazo hormonal (R). Los diferentes estudios se realizaron a
diferentes edades adultas (días postnatales P95, P120, P140 y P150; Figura 6). También se utilizaron
animales hipotiroideos con tratamiento hormonal agudo (I y W; Figura 7).
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Figura 6. Grupos experimentales: hipotiroideos (H), con reemplazo hormonal (R) y eutiroideos (E).
El periodo eutiroideo de todos los animales se representa en verde, el hipotiroideo en naranja y el
tratamiento de reemplazo hormonal en azul. Las flechas negras pequeñas indican las inyecciones de BrdU.
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1.1 Hipotiroidismo
La inducción del hipotiioidismo adulto se realizó a P75 en todos los animales mediante
tiroideotomía quirúrgica. Los animales euriroideos sufrieron una intervención simulada. Todas las
ratas tiroidectomizadas se alimentaron con una dieta baja en yodo desde el día de la intervención
(Martínez-Galán y cois., 1997). Este protocolo produce una disminución en las concentraciones de
T4 y T3, que alcanzan niveles mínimos aproximadamente 2 semanas después de la operación
(Obregón y cois., 1981). Además, la tiroidectomía detiene el crecimiento del animal, por lo que la
variación del peso es un buen índice del estado tiroideo del animal. Por ello todos los animales se
pesaron 2-3 veces por semana desde el día de la tiroidectomía hasta el día del sacrificio.
La tiroidectomía se realizó bajo una lente de aumento para visualizar con claridad todas las
estructuras, según el método descrito por Zarrow (Zarrow y cois., 1964) con algunas
modificaciones. Después de anestesiar al animal con una mezcla de ketamina (5 mg / 100 g peso
corporal; Ketolar, Pfizer) y medetomidina (0,01 mg / 100 g peso corporal; Domtor, Pfizer) por
inyección i.p., se afeitó y trató con antiséptico la zona ventral del pescuezo (clorhexidina al 0,5% en
etanol 70%, Hibimax, AstraZeneca). Después se realizó una incisión a lo largo de la tráquea y se
separaron los músculos a su alrededor. La glándula tiroidea consta de dos lóbulos situados a ambos
lados de la parte medial de la tráquea. En las porciones posteriores de los lóbulos tiroideos se
encuentran alojadas las glándulas paratiroides recubiertas de tejido conectivo. Estas estructuras son
amarillentas y se distinguen del tejido tiroideo circundante que es más rojizo. Las paratiroides
producen la hormona parariroidea, que interviene en la regulación de los niveles sanguíneos de
calcio. Para evitar problemas relacionados con el metabolismo del calcio, antes de extirpar los
lóbulos tiroideos se extrajeron las paratiroides y se colocaron en el músculo cercano donde siguen
siendo funcionales. Cada lóbulo tiroideo se disecó tirando de abajo arriba con unas pinzas
quirúrgicas estériles. La eventual hemorragia se contuvo utilizando pequeñas bolas de algodón.
Con el fin de evitar problemas respiratorios e incluso la muerte del animal, se extremaron las
precauciones para no dañar el nervio recurrente. Una vez terminada la tiroidectomía, se cosió la
incisión con hilo de seda trenzada 3/0 (Suturas Aragó) y se devolvió el animal a su jaula, vigilando
su estado hasta después de despertar de la anestesia.
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1.2 Tratamiento con hormonas tiroideas
1.2.1 Tratamiento crónico
El tratamiento de reemplazo hormonal (grupos P120R y P140R; Figura 6), se basó en estudios
previos (Escobar-Morrealc y cois., 1996) con algunas modificaciones, y consistió en la
administración de una mezcla fisiológica de T4 y T3 en el agua de bebida (0,18 ug T4/ml y 0,03 ug
T3/ml; Sigma). La solución se preparó diariamente en agua destilada con 0,01% de seroalbúmina
bovina (BSA; Sigma) para evitar la degradación de las hormonas. La concentración hormonal en el
agua de bebida se calculó en base al volumen ingerido por los animales, para dispensar 2,4 |¿g T4 y
0,4 ug T3 por 100 g de peso corporal por día. Desde el inicio de este tratamiento las ratas se
alimentaron con pienso normal.
1.2.2 Tratamientos agudos
El grupo P120W (n=8) recibió la mezcla hormonal en el agua de bebida a la misma dosis que
en el tratamiento crónico, pero administrada 48h antes de la prueba de nado forzado (ver apartado
7), es decir, 24h antes de la sesión de entrenamiento (Figura 7).
El grupo P1201 (n=9) recibió 10 veces la dosis utilizada en el tratamiento crónico en una única
inyección i.p. de 24 jig T4 y 4 ug T3 por cada 100 g de peso corporal. Esta inyección se administró a
cada animal 24h antes de realizar la prueba de nado forzado, justo después de la sesión de
entrenamiento para la prueba (Figura 7). Para poder comparar los resultados de las pruebas de nado
forzado de todas las condiciones estudiadas, y teniendo en cuenta la influencia del posible estrés
provocado por la inyección en el comportamiento, el resto de grupos experimentales (P120W,
P120E y P120H), recibió una única inyección de salino justo después del entrenamiento.
Figura 7. Grupos experimentales con tratamiento agudo de HT, El periodo eutiroideo de todos los
animales se representa en verde, el hipotiroideo en naranja y el tratamiento con HT en azul, ha flecha negra
indica la inyección de T4+T3 y las grises las inyecciones de salino.
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1.3 Inyecciones de BrdU
El compuesto 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) es un análogo de la timidina, que se incorpora
en el ADN de células en proliferación cuando se encuentran en la fase S del ciclo celular. La BrdU
puede ser detectada por inmunohistoquímica utilizando anticuerpos específicos.
1.3.1 Estudios de proliferación celular
Para analizar las células en proliferación en la ZSG del GD los animales recibieron 4
inyecciones i.p. de 40 mg de BrdU (Sigma) por kg de peso corporal cada 2h y fueron sacrificados
24h después de la primera inyección (Kuhn y cois., 1996; Malberg y cois., 2000; Doetsch y cois.,
2002; Reif y cois., 2004). Este protocolo se realizó en los grupos P95E (n=4), P95H (n=4), P120E
(n=4), P120H (n=5) y P120K (n=5).
En las células proliferativas de la ZSG del GD la fase S del ciclo celular dura alrededor de 8h y
el ciclo entero 25h (Cameron y McKay, 2001). Con este protocolo de administración de BrdU, las
células inmunopositivas serán aquellas que hayan entrado en fase S durante las 8h en las que hay
disponibilidad de BrdU. De esta manera sólo una pequeña proporción de células postmiróticas
podrán ser inmunopositivas para BrdU.
Para evitar la influencia del estrés generado en las pruebas de comportamiento sobre la
capacidad proliferativa del GD (Pham y cois., 2005), los animales sometidos a pruebas de
comportamiento recibieron las inyecciones de BrdU 3d después de la realización de la última
prueba.
Los resultados de estos estudios se corroboraron utilizando técnicas inmunohistoquímicas para
visualizar la expresión del antígeno de proliferación celular Ki67 (ver apartado
'Inmunohistoquímica').
1.3.2 Estudios de superviviencia de las células generadas de novo
Para analizar la supervivencia de las células generadas en la ZSG se utilizaron dos protocolos
diferentes de administración de BrdU (Figura 6):
Protocolo 1: Animales de los grupos E (n=4) y H (n=5) recibieron 4 inyecciones i.p. de
40 mg de BrdU por kg de peso corporal cada 2h a P120 y se sacrificaron 30d más tarde (P150). Este
protocolo es igual al utilizado para cuantificar la proliferación, pero con un tiempo de supervivencia
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largo. Esto permite comparar los datos de supervivencia obtenidos en estos estudios con los datos
de proliferación.
Protocolo 2: Animales de los grupos E (n=3), H (n=3) y R (n=4) recibieron 6 inyecciones i.p.
de 40 mg/kg de peso corporal de BrdU cada 12h entre las edades P118 y P120, y se sacrificaron 20
días después de la última inyección (P140). Este protocolo, al marcar una población mayor de
células en proliferación, tiene mayor sensibilidad y puede revelar diferencias que podrían pasar
inadvertidas con el protocolo anterior.
1.4 Sacrificio de los animales y obtención del tejido
Los animales se anestesiaron igual que para la tiroidectomía quirúrgica. En estado de anestesia
profunda, se practicó una incisión a lo largo de todo el abdomen y se apartaron los intestinos con
objeto de visualizar la arteria aorta abdominal y su bifurcación en las ilíacas. Utilizando una aguja
con heparina al 0,17% (Sigma) se extrajeron 2 mi de sangre de esta arteria que posteriormente se
clampó para evitar hemorragias. La sangre heparinizada se centrifugó y el plasma obtenido como
sobrenadante se congeló. También se extrajo tejido hepático que se congeló en nieve carbónica
inmediatamente después de su extracción. Tanto el plasma como el hígado se utilizaron para las
determinaciones hormonales y éste último además para los ensayos de northern bht (ver apartado
2.3). Tras abrir la caja torácica el animal se perfundió vía aorta ascendente, utilizando diferentes
fijadores según el procesamiento posterior del tejido. Para los estudios inmunohistoquímicos se
utilizó como fijador paraformaldehído (Merck) al 4% tamponado en tampón fosfato (PB) 0,1 M, pH
7,4. Para los análisis con microscopía electrónica primero se perfundió al animal con 50 mi de
solución salina (NaCl 0,9%) y después con una solución fijadora de paraformaldehído al 2% y
glutaraldehído (EMS) al 2% tamponada en PB 0,lM pH 7,4.
Tras la perfusión, los animales se decapitaron y los cerebros extraídos se postfijaron por
inmersión en el mismo fijador durante 24h a 4°C. Posteriormente los cerebros se lavaron en PB
0,1 M y se almacenaron en PB 0,1 M con azida sódica al 0,05% (PB-azida) a 4°C.
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2. ANÁLISIS BIOQUÍMICOS
2.1 Determinación de las concentraciones de hormonas tiroideas
Esta parte del estudio se realÍ2Ó en colaboración con el grupo de los Prof. Gabriela Morreale
de Escobar y Francisco Escobar del Rey, del Instituto de Investigaciones Biomédicas.
2.1.1 Síntesis de trazadores (T4 y T3 marcadas radiactivamente)
Las HT radiactivas se sintetizaron en el Laboratorio de los Prof. Morreale y Escobar, pues son
necesarias hormonas radiactivas de muy alta actividad específica (3000-1500 uCi/ug) para los
ensayos posteriores de radioinmunoanálisis (RÍA) y como trazadores para cuantificar la
recuperación de HT en el proceso de extracción. El [12BI] se utiliza para el mareaje de T3 y T4 para
el RÍA. Para usar HT como trazadores durante la extracción y poder distinguirlas, la T3 se marca
con [12T| y la T4 con [i3II].
La T4 marcada se sintetizó a partir de T3 y la T3 a partir de 3,5-T2, siguiendo el método
descrito por Weeke y Orskov (Weeke y Orskov, 1973). El yoduro radiactivo utilizado se oxidó a
yodo naciente mediante cloramina T y se incorporó en posición 5' ó 3' del grupo fenilo del sustrato.
Los productos del mareaje se separaron por cromatografía de exclusión según la modificación de
Kjeld y cois. (Kjeld y cois., 1975) utilizando columnas de Sephadex G-25 fine (Roche).
2.1.2 Extracción de hormonas tiroideas de plasma e hígado
En todos los animales estudiados se realizaron medidas de las concentraciones de T3 y T4 en
plasma e hígado.
En el proceso de extracción y purificación de HT se eliminaron lípidos y proteínas ya que
pueden interferir con el RÍA. En este proceso se utilizó el método de Gordon y cois. (Gordon y
cois., 1982), sustancialmente modificado (Morreale de Escobar y cois., 1985). Las muestras se
homogenizaron añadiendo 10 volúmenes de metanol. Después se añadieron 2000 cpm de [131I]-T4 y
l25I]-T3 como trazadores internos de la recuperación de cada yodotironina en cada muestra. Las
HT se extrajeron en una mezcla de cloroformo y metanol (2:1) y se pasaron a una fase acuosa
añadiendo 0,25 volúmenes de CLjCa al 0,005%. Los extractos obtenidos se purificaron por
cromatografía de intercambio iónico en columnas de resina Dowex. Las HT se recogieron por
elución con ácido acético al 70%. La radiactividad de la fracción resultante se cuantificó con un
contador gamma para calcular la recuperación individual de cada hormona en cada una de las
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muestras analizadas. El eluído se concentró por evaporación a sequedad y se resuspendió en
tampón de RÍA (PB 0,04M pH 8 con BSA al 0,2 % y mertiolato 0,6 mM). Este extracto se guardó
congelado hasta su análisis posterior mediante RÍA.
2.1.3 Determinación de T3 y T4 en extractos de plasma e hígado (RÍA)
Para los RÍA de T3 y T4 se utilizó el método de Weeke y Orskov (Weeke y Orskov, 1975)
modificado para tejido de rata (Obregón y cois., 1978; Morreale de Escobar y cois., 1985; Morreale
de Escobar y cois., 1994), usando anticuerpos específicos (Ruiz de Oña y cois., 1991).
Cada muestra se ensayó por duplicado y a dos diluciones diferentes, añadiendo a cada ensayo
100¡JL1 de tampón de RÍA con 6000 cpm de [125I]-T4 ó [IBI]-T3 y 100 ul del antisuero específico (en
una dilución 1/300000 para T4 y 1/150000 para T3). Después de 12-24h de incubación, se
añadieron 1,5 mi de tampón de RJA con 90 mg de polietilenglicol 6000 y 45 uj de suero bovino. Las
muestras se precipitaron por centrifugación y se contó la radiactividad del precipitado.
Se prepararon curvas patrón de T4 y T3. La curva patrón del RÍA de T4 cubrió el rango de 2,5
a 320 pg, siendo el límite de detección de 2,5 pg/tubo. La curva patrón del RÍA de T3 cubrió el
rango de 1,5 a 100 pg, siendo el límite de detección de 1,5 pg/tubo.
Las concentraciones de cada hormona en la muestra inicial se calcularon teniendo en cuenta el
peso de la muestra original homogeneizada, la recuperación de los trazadores durante el proceso de
extracción y el volumen de cada alícuota, y se expresaron en ng por mi de plasma o en ng por mg de
tejido.
2.2 Determinación de la concentración de corticosterona en plasma
Para medir los niveles de corticosterona plasmática se utilizó un kit comercial de
radioinrnunoensayo en fase sólida (Coat-A-Count, Diagnostics Products Corporation), siguiendo las
msirucciones del fabricante. Este kit contiene tubos de propileno con anticuerpos antd-
corticosterona adheridos en las paredes interiores en una concentración constante. En estos tubos
se incubaron 50 \il del plasma y 1 mi de [12SI]-corticosterona (proporcionada también por el kit
comercial) durante 2h. Tras decantar todo el líquido de la columna, se midió la radiación emitida
por la fracción de corticosterona marcada unida a los anticuerpos en un contador gamma. La
concentración de corticosterona en la muestra se obtuvo según una curva de calibración que se
calculó por la competición de la corticosterona marcada radiactivamente con cantidades conocidas
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de corticosterona fría. Cada muestra se ensayó por duplicado. Este kit tiene una sensibilidad de 5,9
ng/ml. Esta determinación de corticosterona se realizó en animales de los grupos P120E (n=4),
P120H(n=4)yP120R(n=5).
2.3 Análisis del ARN mensajero de desyodasa 1 en hígado (northern blot)
La expresión de la enzima desyodasa 1 (DI) varía con el estado tiroideo. Así, para disponer de
un método alternativo y complementario de caracterización del estado tiroideo de los animales, se
analizó la expresión del ARN mensajero (ARNm) de DI en tejido hepático de varias muestras de
cada grupo experimental. El tejido se disecó antes de la perfusión y se conservó congelado a -80°C
(ver apartado 1.4). El ARN total se aisló utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen), según las
instrucciones del fabricante, se cuantificó espectrofotométricamente a 260nm y se guardó a -80°C
hasta su uso.
Se utilizaron 10 ¡J.g de ARN total que se fraccionaron en geles de formaldehído-agarosa y se
transfirieron a membranas de nailon (Nytran, Schleicher & Schuell) usando técnicas estandarizadas
(Sambrookycols.,1989).
El ARNm de DI se detectó con una ribosonda complementaria específica que consta de 329
pares de bases, abarcando desde el nucleótido 601 al 929 del ADNc de la DI de rata (Acc N
X57999). Esta sonda se marcó radiactivamente con 32P-desoxi-CTP utilizando el kit rediprime II
(Amersham Pharmacia Biotech), según las instrucciones del fabricante.
La sonda se incubó con las membranas a 65°C durante 18h en solución de hibridación (7%
SDS, 79mM NaH,PO4, 170mM Na2HPO4) a una concentración de 11 x106 cpm/ml. Después de la
hibridación y los lavados, la membrana se expuso a una película autorradiográfica durante 12h a
-80°C
El tamaño de la banda específica para DI se obtuvo por una línea de regresión utilizando una
representación semilogarítmica de los tamaños del patrón de pesos moleculares frente a la distancia
migrada en el gel de electroforesis. Para llevar un control de carga del ARN, se lavó la sonda de DI
de las membranas y éstas se rehibridaron con una sonda específica del ARN ribosómico de 18S. Las
autorradiografías se escanearon y la densidad óptica de cada banda se cuantificó con el programa
Scion Image (Scion Corporation).
Materiales y Métodos 32_
3. INMUNOHISTOQUÍMICA E INMUNOFLUORESCENCIA
3.1 Obtención del tejido
El cerebro fijado (ver apartado 1.4) se cortó en secciones coronales de 50 fim de grosor,
utilizando un vibratomo (VT-1000S, Leica). Las secciones se recogieron en PB-azida y se
almacenaron a 4°C El hipocampo dorsal (de -2.5 a -4.5 mm desde bregma) se cortó seriado en 6
tubos. Para estudiar la distribución y el número de las células inmunopositívas para cada anticuerpo
utilizado se utilizó una serie completa de secciones de cada animal. Para los estudios con la tinción
histológica de Nissl (ver apartado 5) se utilizó una de las series de una muestra representativa de
cada grupo experimental.
3.2 Procedimiento
El protocolo se realizó en notación en placas (Nunc o Falcon) de 6 o 24 pocilios (para lavados
o incubaciones con anticuerpos, respectivamente). Todo el proceso se llevó a cabo a temperatura
ambiente y con agitación, excepto cuando se especifican otras condiciones. Todas las muestras para
un mismo experimento se procesaron simultáneamente para minimizar las variaciones de
inmunotinción.
Como primer paso, en todos los casos las secciones se lavaron 5x5 min en PBS (tampón
fosfato salino: tampón fosfato 0,05 M conteniendo NaCl al 0,9%, pH 7,4).
3.2.1 Inmunohistoquímica
Las peroxidasas endógenas se bloquearon 15 min con metanol al 10% y H2O2 al 3% en PBS.
Después de lavar esta solución, las secciones de tejido se incubaron durante 2h en la solución de
bloqueo (4% BSA y 0,1% tritón X-100 en PBS con 5% de suero y 0,1 M Usina). Posteriormente se
incubaron durante toda la noche, a 4°C con el anticuerpo primario (diluido en PBS con 4% BSA,
0,1% tritón y 1% de suero) y al día siguiente con el secundario biotinilado (diluido en PBS con 4%
BSA, 0,1% tritón y 5% de suero) durante lh. Después de los lavados, las secciones se incubaron
con avidina-biotina-peroxidasa (ABC Élite kit, Vector) en PBS con 0,1% tritón durante lh. El
revelado del color se desarrolló por incubación en PBS con H2O2 al 0,01% y diaminobenzidina
(Sigma) 0,5mg/ml, durante un tiempo variable en función del anticuerpo primario utilizado. Las
secciones se montaron sobre portaobjetos gelatinizados con ayuda de pinceles y se secaron al aire.
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Las preparaciones se deshidrataron en alcohol etílico en porcentaje creciente (50%, 70%, 96%,
absoluto), se aclararon en xilol y se cubrieron con medio de montaje DePex (Serva).
3.2.2 Inmunofluorescencia
Las secciones de tejido se incubaron 2h en la solución de bloqueo y posteriormente durante
toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario, Al día siguiente se incubaron con el anticuerpo
secundario biotinilado (sin tritón) durante lh y posteriormente con el anticuerpo fluorescente o
cromóforo (sin tritón) durante 3h. Para visualizar los núcleos celulares, las secciones se
contratiñeron con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; Sigma; 100 ng/ml en PBS) 30 min. Las
secciones se montaron sobre portaobjetos, se cubrieron con mowiol y se almacenaron a 4°C en
oscuridad.
Para la detección de BrdU, las secciones de tejido se permeabílizaron previamente con HC1 2N
a 37°C durante 30 min para que las moléculas de BrdU incorporadas en el ADN sean accesibles a
toa anticuerpos. Este tratamiento se neutralizó con tampón borato 0,lM pH 8,5 2x5 min. Después
de equilibrar las secciones en PBS se continuó con el procedimiento descrito arriba.
3.3 Anticuerpos utilizados
Anticuerpos y
cromóforos
BrdU
Ki67
DCX
Caspasa 3 activada
Secundarios biotinilados
Alexa 488
Alexa 546 estreptavidina
Especie
Ratón
Ratón
Cabra
Conejo
Caballo anri-ratón
Conejo anti-cabra
Cabra anti-conejo
Ratón
No aplicable
Casa comercial
Dako
Novo castra
Santa Cruz
Cell Signaling
Vector
Molecular Pro bes
Molecular Pro bes
Dilución de uso
1:200
1:100
1:200
1:500
1:200
1:2000
1:2000
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3.4 Método TÚNEL
Para visualizar células apoptóücas, uno de los métodos utilizados fue el TÚNEL (terminal
deosynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling). Esta técnica consiste en detectar el
ADN fragmentado por adición de nucleótidos marcados por acción de la enzima transferasa
terminal en los extremos 3'-OH libres. Las secciones de tejido se permeabilizaron primero con una
mezcla de alcohol etílico y ácido acético glacial (2:1) y luego con tritón X-100 al 0,5% en PBS.
Después se utilizó el kit Apoptag (Chemicon), que incluye la enzima transferasa terminal y los
nucleótidos marcados con digoxigenina. Esta molécula se detectó con un anticuerpo específico
acoplado a fosfatasa alcalina (Roche). El revelado del color se desarrolló utilizando el sustrato de la
fosfatasa alcalina NBT:BCIP (nitro blue tetrazolium chloride y 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate; 9:7; Roche).
3.5 Análisis cuanti tat ivo de células inmunopositivas
La cuantificación se realizó siguiendo una versión modificada del principio del fraccionador
(Williams y Rakic, 1988). Para evitar sesgos, cada sección de tejido se cuantificó sin conocer el
grupo experimental al que pertenecía. Se contaron las células inmunopositivas en 6 secciones por
animal, todas pertenecientes a la misma serie, analizando ambos hemisferios cerebrales. Las
secciones se muestrearon sistemáticamente en niveles dorsales del GD (de -2.5 a -4.5 desde bregma,
ver sección 3.1). Se estudió toda el área subgranular y toda la profundidad de cada sección. Para
evitar sesgos por sobreestimación en el recuento, se excluyeron las células marcadas en el plano
focal superior. Se consideraron todas las células localizadas en la ZSG y aquellas que la tocaban o
estaban situadas a menos de 2 cuerpos celulares de esta capa. Se define como "unidad proliferativa"
o clon a 2 o más núcleos adyacentes marcados con un anticuerpo de proliferación (BrdU o KÍ67).
El número total de células o de unidades proliferativas inmunopositivas se calculó multiplicando la
suma de los valores obtenidos en cada sección por 6 (número de series que contenía la región
analizada). Los recuentos se realizaron directamente en un microscopio óptico (Nikon Élite) a 40x.
Para cuantificar con precisión el número de células BrdU+ por unidad proliferativa en todo el
grosor del corte, en los estudios de proliferación, se realizó un análisis tridimensional utilizando
microscopía confocal (Leica TCS SP2).
Los estudios se realizaron en 3-5 animales por condición experimental. En experimentos
previos se utilizaron 5 animales por condición y se estableció que para obtener una varianza
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homogénea entre los grupos y alcanzar la significación estadística se requería estudiar una muestra
mínima de 3 animales.
4. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA
Esta parte del estudio se realizó durante mis estancias breves financiadas por la beca FPI en el
grupo del Prof. José Manuel García Verdugo de la Universidad de Valencia.
4.1 Inclusión del tejido y obtención de secciones
El cerebro fijado se cortó en secciones coronales de 200 jxm de grosor, utilizando un
vibratomo (VTM0OOS, Leica). Las secciones se recogieron en PB-azida y se almacenaron a 4°C
hasta su procesamiento.
Las secciones de tejido de 200um se postfijaron en tetróxido de osmio al 2% (EMS) en PB
0,1 M durante 90 min en oscuridad con agitación suave. Después de lavar con agua y deshidratarlas
con concentraciones crecientes de etanol (30%, 50%, 70%), se contrastaron con acetato de uranilo
al 2% en etanol al 70%, 2h a 4°C. Se continuó la deshidratación (96%, absoluto) y después las
secciones se trataron con óxido de propileno, para facilitar la penetración de la resina. Las secciones
se incluyeron en araldita (Durcupan; Fíuka) por incubación durante toda la noche a temperatura
ambiente con agitación fuerte. Después, las secciones impregnadas de araldita se colocaron entre 2
láminas de acetato, y se incubaron en estufa a 65°C durante 4 días para su polimerización. Las
secciones se recortaron y se pegaron en tacos de resina para cortarlas con el ultramicrotomo. Tras
rctnllar la pieza con cuchilla de vidrio, se realizaron secciones semifinas (1,5 um) con cuchilla de
diamante que se montaron en portaobjetos ge latinizados. Después de analizar las secciones
semifinas con microscopía óptica (ver apartados 5.2 y 6.2), se escogieron secciones representativas
de los diferentes niveles y se arrancaron de los portaobjetos para realizar secciones ultrafinas (0,05
¡am). Éstas se recogieron en rejillas de cobre y se contrastaron con una solución de citrato de plomo
(Reynolds 65) para su estudio por microscopía electrónica.
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5. TINCIÓN HISTOLÓGICA DEL TEJIDO MEDIANTE TÉCNICA
DE NISSL
Esta técnica revela la citoarquitectura del tejido al permitir el estudio de la distribución y
morfología de los somas celulares.
5.1 Secciones de vibratomo
Una serie completa de cada animal de una muestra representativa de cada grupo experimental
(ver apartado 3.1) se utilizó para el estudio de la citoarquitectura por Nissl. Las secciones de tejido
se montaron sobre portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar al aire. El procedimiento utilizado
es el descrito por Noraberg y cois. (Noraberg y cois., 1999), con algunas modificaciones. Las
preparaciones se sumergieron en etanol al 70% durante 12h. Después se lavaron en agua dos veces
durante 5 mín, y se riñeron con azul de toluidina al 0,1% (Merk) en una solución de Na2HPO4 al
1,4% (Riedel Haén) y ácido cítrico al 1,3% (Merck) pH 4 durante 15 min. Se eliminó el exceso de
colorante lavando con agua. Posteriormente, las preparaciones se deshidrataron en etanol a
concentraciones crecientes (70%, 90% y 99%) durante 2 min. Tras la deshidratación, se clarificaron
en xileno 5 min, se rehidrataron durante 2 min en alcohol al 99% y al 96% y finalmente en agua
durante 5 min. Después se procedió a la tinción final de las secciones de tejido con azul de toluidina
durante 15 min, se aclararon con agua y se deshidrataron gradualmente (etanol al 50%, 70% y 96%
durante 15 seg, 30 seg, y 1,5 min, respectivamente). La tinción se diferenció en etanol al 99%, según
criterio propio. Después las secciones de tejido se clarificaron en xilol y posteriormente se
recubrieron con DePex.
5.2 Secciones semifinas
Las preparaciones se tiñeron 1-2 min en una solución acuosa de azul de toluidina al 1% y bórax
al 1% (TAAB) sobre una placa de histología a 60°C. Después se eliminó el exceso de colorante
lavando con agua.
Estos cortes no se deshidrataron ni se cubrieron porque después de analizarlos con
microscopía óptica, algunos de ellos se arrancaron para su procesamiento y análisis por microscopía
electrónica (apartado 4.3).
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6. ANÁLISIS DE LA ANATOMÍA Y CITOARQLJITECTURA DEL
GIRO DENTADO
Para realizar estos estudios las diferentes regiones de cerebro se identificaron con la ayuda del
adas de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1986).
6,1 Anatomía del giro dentado
Primero se estudió la anatomía general del GD del hipocampo. Para ello una serie completa de
secciones de 50 um cortadas en vibratomo y teñidas con la técnica de Nissl se analizó con ayuda de
un microscopio óptico (Nikon Eclipse) acoplado a una cámara digital (Nikon DnlOO).
6.2 Citoarquitectura del giro dentado
También se analizó la distribución y morfología de los somas celulares en la capa granular del
GD en las secciones semifinas teñidas con la técnica de Nissl por microscopía óptica. En estas
mismas secciones se realizó un análisis cualitativo de la proporción de núcleos pienóticos en
diferentes condiciones experimentales (P95E, P95H, P120E y P120H, en todos los casos n=3) para
complementar otros estudios realizados de la caracterización de la muerte celular en esta región.
La microscopía electrónica de transmisión permite distinguir finos detalles para diferenciar la
tipología celular, lo que permite cuantificar distintos tipos celulares. Utilizando un microscopio
electrónico de Transmisión (JEOL-JEM1010) se estudió la morfología y la disposición de las células
de la capa granular en distintos grupos experimentales (P95 y P120, E y H).
6.3 V o l u m e n del g i ro d e n t a d o
El volumen del GD del hipocampo se estimó según el método de Cavalieri en las mismas
secciones en las que se habían cuanúficado las células BrdU+, contrateñidas con DAPI. Para ello se
utilizó un microscopio de fluorescencia (Olympus) motorizado acoplado a una cámara digital y a un
ordenador con un programa específico para el método de Cavalieri (CAST, Olympus Corporation).
Se analizaron los dos hemisferios cerebrales en una serie completa (6 secciones) por animal (grupos
Materiales y Métodos
P95, n=6; grupos P120, n=3). Los datos se obtuvieron por métodos estereológicos insesgados
(Sousa y cois., 1998).
7. ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO
Los animales para estudios de comportamiento se manipularon diariamente durante los 3d
anteriores al comienzo de las pruebas, para que se habituaran a la manipulación. Ésta consistió en el
transporte de los animales desde el estabulado a la habitación de experimentación, donde
permanecieron 2 min en las manos del experimentador. Todos los estudios se realizaron entre las
08.00 y las 13.3Oh, Para estos estudios se utilizaron 7-11 anímales por condición experimental, que
es el número mínimo de animales necesario para alcanzar significación estadística. En todos los
casos, los experimentos se realizaron sin que el experimentador conociese el estado tiroideo de los
animales.
7.1 Prueba de nado forzado
Este test se utiliza para evaluar un estado de ánimo semejante a la tendencia a la depresión en
roedores. Por lo tanto, en adelante y en este contexto, se denominará comportamiento de tipo
depresivo.
7.1.1 Desarrollo de la prueba
El protocolo utilizado se basa en el descrito por Porsolt y cois. (Porsolt y cois., 1977) con
pequeñas modificaciones. El primer día se realizó el entrenamiento, y al día siguiente se llevó a cabo
la prueba.
Durante el entrenamiento, los animales se depositaron de manera individual durante 10 min en
un tanque cilindrico de metacrilato (60 cm de alto y 25 de diámetro) lleno de agua del grifo a 23-
25°C hasta una altura de 45 cm, de manera que la rata en flotación no tocaba el fondo con sus patas
traseras. Después, los animales se sacaron del tanque y se secaron antes de devolverlos a sus ¡aulas.
Este nado forzado representa una situación de estrés moderado para los animales. Al día siguiente,
las ratas se volvieron a introducir en el cilindro para realizar la prueba de 5 min de duración. En
todo momento el tanque se mantuvo lo más limpio posible, cambiándose el agua después de 2
sesiones de 10 min o de 4 sesiones de 5 min. Las heces se recogieron después de cada sesión.
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7.1.2 Evaluación del comportamiento de tipo depresivo
En ambas sesiones (entrenamiento y prueba), la conducta de los animales se grabó con una
videocámara situada 80 cm por encima del tanque. Se contabilizó el tiempo de inmovilidad y de
nado de cada animal. El comportamiento de nado se define como reacciones de fuga, es decir,
manotear vigorosamente con las 4 patas, nadar en círculo, bucear e intentar escalar las paredes del
tanque, La inmovilidad se define como flotar y realizar los movimientos imprescindibles para
mantenerse a flote. El tiempo de inmovilidad en esta prueba se considera como un modelo de
respuesta conductual al estrés sin posibilidad de escape {inescapabk). Se considera que el aumento del
tiempo de inmovilidad se correlaciona con un mayor estado de tipo depresivo del animal.
7.2 Reconocimiento de un objeto nuevo
Esta tarea, originalmente descrita por Ennaceur y Delacour (Ennaceur y Delacour, 1988), se
basa en la tendencia de los roedores a explorar más activamente un objeto desconocido que uno
familiar. Este test evalúa la memoria de reconocimiento visual del animal, un tipo de memoria
explícita que depende del hipocampo.
7.2.1 Desarrollo de la tarea
Tras la habituación a la manipulación, se realizó la sesión de entrenamiento en una caja de
campo abierto (60 x 62 x 50 cm de altura) con el suelo cubierto de viruta. Durante el entrenamiento
se colocaron 2 objetos en 2 esquinas adyacentes de la caja a 10 cm de las paredes, y se introdujo al
animal para que explorase durante 5 min ambos objetos. Un día después del entrenamiento, uno de
los objetos se reemplazó por uno nuevo diferente y se anaÜ2Ó la conducta exploratoria durante 5
min (Figura 8).
Después de cada sesión los objetos se limpiaron minuciosamente con ácido acético al 0,1%
para eliminar rastros, se retiraron las heces y la viruta se removió para evitar que un olor específico
permaneciera en un lugar determinado y modificase la conducta exploratoria del animal. La
localización de los objetos, tanto familiares como el nuevo, se alternó entre los distintos animales
durante las sesiones de entrenamiento y test. De esta manera se reducen los potenciales sesgos
debidos a preferencias de los animales por lugares u objetos concretos.
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Habituación Entrenamiento
Figura 8. Esquema de las sesiones para el test de reconocimiento de un objeto nuevo. Los animales
se habituaron durante 3 días a la manipulación, se entrenaron explorando ios objetos al día siguiente y
realizaron la prueba con el objeto novedoso el quinto día.
7.2.2 Evaluación de la actividad exploratoria
El tiempo de exploración de cada objeto se cronometró in situ. La exploración de un objeto se
define como olfatearlo a menos de 2 cm de distancia y/o tocarlo con el hocico y/o apoyarse en él.
El reconocimiento del objeto previamente explorado o familiar se refleja en la preferencia por
explorar el objeto novedoso. Para analizar esta preferencia teniendo en cuenta las posibles
diferencias en el tiempo total de exploración, se calculó el índice de discriminación (LJ:
_
 tn
~
tf
tn + tf
donde tn es el tiempo de exploración del objeto novedoso y tf el tiempo de exploración del
objeto familiar. Este índice refleja la tendencia del animal por explorar el objeto novedoso frente al
familiar.
7.3 Pruebas de condicionamiento por miedo
En esta prueba se evalúa la adquisición y consolidación de memorias emocionales. Durante el
condicionamiento, el animal se expone a un estímulo inocuo (un contexto o un sonido, estímulos
condicionados) asociado a un estímulo aversivo (en este caso, una descarga eléctrica, que es un
estímulo incondicionado). Esta asociación hace que el animal aprenda a responder al estímulo
condicionado en ausencia del estimulo aversivo. La respuesta del condicionamiento al contexto
depende del funcionamiento del hipocampo y de la amígdala (tiene componentes de memoria
explícita e implícita), mientras que la respuesta del condicionamiento al sonido depende sólo de la
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integridad de la amígdala (memoria implícita; Phillips y LeDoux, 1992). El protocolo utilÍ2ado
permite evaluar la respuesta a ambos condicionamientos en los mismos animales.
7.3.1 Instrumentación
Estas pruebas se realizaron en un dispositivo de condicionamiento pavloviano, que consta de
una caja de observación (30 x 37 x 25 cm de altuia) situada en el interior de una cámara de
aislamiento, La caja tiene 3 paredes de metal y una transparente con una trampilla por donde se
introduce al animal. El suelo de la jaula consiste en 20 varillas de acero que conducen la corriente
generada por un generador de choques (modelo LI10O-26 Shocker, LETICA IC). Debajo se sitúa
una bandeja extraíble con viruta. La cámara de atenuación de ruidos es metálica excepto su pared
frontal, que es de plexiglás tojo pata facilitar la observación de la conducta del animal. Esta cámara
alberga un sistema de ventilación que emite un sonido monótono de 68dB y una bombilla de luz
blanca de 20W. De esta manera el módulo se encuentra aislado acústica y lumínicamente del
exterior.
7.3.2 Condicionamiento
Como estímulos inocuos condicionados se utilizaron el contexto (la jaula de observación) y un
sonido (de 80dB a 2000 Hz), y como estímulo aversivo incondicionado una descarga eléctrica (0,40
mA de intensidad, corriente continua).
El condicionamiento para ambos estímulos (contexto y sonido) se realizó en el mismo
experimento. Para realizar este entrenamiento las ratas se expusieron a la caja de condicionamiento
durante 160 s en los que el animal la exploró libremente. Seguidamente sonó el tono de forma
continuada durante 20 s y en el último segundo se provocó la descarga eléctrica. Este procedimiento
se repitió dos veces más con un intervalo de 40 s (Figura 9). Las ratas se extrajeron del dispositivo
de condicionamiento 30 s después de la última descarga y se devolvieron a sus jaulas de origen. El
tiempo total de duración de cada sesión fue de 5,5 min. La jaula de observación se limpió con una
solución de ácido acético al 0,1% antes y después de cada sesión, se retiraron las heces y se cambió
la viruta.
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Periodo pre-descarga Periodo post-descarga
Tiempo (s) 0 20 40 60 80 100 120 440 160 180 200 220 240 260 280 300 320 330
I 1 1 1 1 1 1 i IJPMI 1 LJT.HV 1—EE^~
Descarga Descarga Descarga
Figura 9. Esquema del protocolo para el condicionamiento por miedo. Los animales recibieron tres
LNttmulos sonoros y tres descargas eléctricas con un intervalo entre ellas de 60 s.
El comportamiento de los animales se registró durante toda la sesión (5,5 min), analizándose
por separado los 3 min anteriores a la primera descarga (periodo pre-descarga) y los 2,5 min
restantes (periodo post-descarga). El comportamiento se definió, usando un procedimiento de
muestreo del tiempo, como activo o inmóvil cada 2 s. La respuesta de inmovilidad {free^jn^ se
define como la ausencia de movimientos excepto aquellos imprescindibles para respirar. El tiempo
de inmovilidad es un buen indicador del grado de miedo que provoca el estímulo aversivo
incondicionado 0a descarga eléctrica). Para realizar el análisis estadístico, los datos se transformaron
a un porcentaje del total del tiempo de observación.
7.3.3 Evaluación del condicionamiento por miedo al contexto
Se realizaron varios ensayos para evaluar la respuesta de condicionamiento al contexto a lo
largo del tiempo: a las 24h del condicionamiento (test 24h), a los 7 días (test 1 semana) y a los 21 días
(test 3 semanas). Durante la prueba contextual las ratas se volvieron a situar en la cámara de
condicionamiento con su contexto original y en ausencia de descarga eléctrica durante 8 min y se
registró el comportamiento del animal durante este periodo siguiendo el procedimiento explicado
arriba.
7.3.4 Evaluación del cond ic ionamien to por miedo al sonido
También se realizó un seguimiento del condicionamiento al sonido, 48h (test 48h), 8 días (test
1 semana) y 22 días (test 3 semanas) después del condicionamiento, Durante esta prueba, las ratas se
situaron en un contexto nuevo, cambiando el entorno en el que se realizó el condicionamiento y las
pruebas de contexto. Después de un periodo inicial de 3 min, sonó el tono de condicionamiento
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durante 5 min. El comportamiento del animal se registró durante toda la prueba, distinguiendo
ambos periodos (pre y post-sonido).
8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS
Todos los resultados se expresan como media ± error estándar. El nivel de significación
estadística se estableció en P< 0,05. Las comparaciones estadísticas entre grupos y edades se
realizaron con el programa estadístico SPSS (SPSS Inc.). Para establecer comparaciones entre 2
grupos se utilizó la prueba T de Student y entre 3 grupos el análisis de la varianza (ANOVA) de una
vía. Cuando el ANOVA indicó un efecto significativo del factor estado tiroideo, se realizaron los
análisis aposteriori apropiados (de Tukey o DMS).
El análisis de la distribución de las unidades proliferativas en función del número de células se
realizó con tablas de contingencia y pruebas asintóticas no paramétricas yr. La comparación de las
diferentes categorías (2 células frente a 2 células, 3 células frente a 3, etc) entre los distintos grupos
experimentales se realizó con un análisis de rangos y pruebas U de Mann-Whitney.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
1.1. Estudio del estado tiroideo
Para comprobar el estado tiroideo de los diferentes grupos de animales (eutiroideos,
hipotiroideos e hipotiroideos con reemplazo hormonal) y así establecer la validez de nuestro
modelo experimental, se analizaron diversos parámetros que se detallan a continuación.
1.1.1. Peso corporal final y ganancia de peso
Una buena indicación del estado tiroideo de los animales es la evaluación de la ganancia de
peso corporal con el tiempo, ya que el hipotiroidismo interfiere con el crecimiento del animal, Por
tanto, se reaIÍ2Ó un seguimiento del peso de todos los animales desde la tiroidectomía hasta su
sacrificio.
Todos los grupos de ratas hipotiroideas (P95H, P120H y P140H) presentaban una disminución
significativa tanto en la ganancia de peso corporal desde la operación hasta el día de sacrificio, como
en el peso corporal final respecto a los correspondientes grupos eutiroideos (en todos los casos,
P<0,001; Tabla 1). El tratamiento con HT (ratas P120R y P140R) indujo la recuperación de ambos
parámetros (Tabla 1).
P95E
P95H
P120E
P120H
P120R
P140E
P140H
P140R
Peso corporal
(9)
396 ±13
319 ±10* "
417 + 15
301 í 14"*
393 ± 22NS
411 ±18
302 ± 16"*
406 ± 16NS
Ganancia de
peso (g)
62.4 ±1,1
1,9 ±1.8"*
88,2 + 4,6
20,7 ± 2,6*"
94 3 ± 2.0NS
113,3 ±9,3
28,9 ± 14,4***
122,3+ 18,9NS
T4 plasmática
(ng/ml)
33,16 ±2,89
0,7110,08"*
17,18 ±1,38
1,05 ±0,23*"
22,24 ±1,68*
15,81 ±1,71
0,84 ± 0,08"'
22,85 ± 3,40NS
T3 plasmática
{ng/ml)
0,44 ± 0.04
0,05 ±0 ,01"*
0,34 ±0,03
0.07 ±0,03*"
0.23 i 0.01"
0.37 ±0.04
0,06 ± 0,02*"
0,27 10,03NS
T4 hepática
(ng/g)
24.38 ± 3.35
0,96 ±0,10*"
28,10 ±1,33
1,56 ±0,19" '
25,34 ± I,84NE
28,99 ±1.01
0,93 ± 0,02'"
27,08 ± 2,57NS
T3 hepática
(ng/g)
2,82 ±0,14
0,19 ±0,03"*
3,57 ±0.30
0,62 ±0,08"*
2.S8 ±0.31NS
3.75 ± 0,31
0,35 ±0,12*"
3,53 ± 0(45NS
Tabla 1. Estudio del estado tiroideo de los animales experimentales. E, eutiroideos; H, hipotiroideos;
R, con tratamiento de reemplazo hormonal. Los resultados se muestran como la media ± error estándar.
Diferencias respecto al grupo E: * P<0,05; ** P<O,Ot; *** P<0,001; NS, no significativo.
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1.1.2. Concentraciones de hormonas tiroideas
Las concentraciones hormonales determinadas en plasma e hígado en los grupos eutiroideos
confirmaban los valores descritos previamente para ratas Wistar macho de esta edad (Ruiz-Marcos y
cois., 1988). En los grupos de ratas hipotiroideas (P95H, P120H y P140H) los valores de T3 y T4 se
encontraban considerablemente disminuidos respecto a los valores de las ratas eutiroideas (en todos
los casos, P<0,001; Tabla 1). El tratamiento de ratas hipotiroideas con HT (grupos P120R y P140R)
indujo un aumento considerable en los valores de T3 y T4 en plasma c hígado. Tras 25d de
reemplazo hormonal (P120R) los valores de HT en hígado alcanzaron niveles eutiroideos, mientras
que en plasma, aunque los valores hormonales estaban dentro del rango eutiroideo, la T4 se
encontraba ligeramente elevada (P<0,05) y la T3 disminuida (P<0,05) respecto a las ratas controles
eutiroideas (Tabla 1). Tras 45d de reemplazo hormonal (P140R) los valores de HT en hígado y
plasma no diferian de los del grupo P140E.
Los animales tiroidectomizados con concentraciones de T3 y T4 plasmáticas y hepáticas
bajas (T4<6% y T3<20% de los niveles de las ratas eutiroideas) y una ganancia de peso corporal
inferior a 15g en los 20d posteriores a la tiroidectomía se consideraron hipotiroideos (Ruiz-Marcos y
cois., 1980; Obregón y cois., 1981). Sólo 4 animales tiroidectomizados se descartaron siguiendo
estos criterios.
1.1.3. Desyodasa 1 hepática
Otra prueba del estado tiroideo de los animales la proporciona el estudio de la expresión de la
enzima desyodasa 1 (DI) hepática. El gen de DI está regulado positivamente por T3 a nivel
transcripcional, por lo que en condiciones de hipotiroidismo se produce una disminución de los
niveles de ARN mensajero (ARNm) de este gen (Berry y cois., 1990).
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Figura 10. Northern blot para desyodasa 1 en
animales con distinto estado eutiroideo. Los
números inferiores representan la intensidad de
señal de la hibridación corregida por la intensidad
del control de carga (ARMr 18S). El ARNm
disminuye en los animales hipotiroideos (H)
respecto a los eutiroideos (E), y se recupera en los
tratados (R).
Resultados 46
Los niveles de ARNm de DI en hígado se analizaron en el grupo P120 con la técnica de
"northern blot". El ARNm de DI estaba disminuido en las raras P120H respecto a las ratas
eutiroideas. Estos niveles se recuperaron en los animales hipotiroideos con reemplazo hormonal,
incluso por encima de los niveles eutiroideos (P120R; Figura 10).
Todos estos resultados muestran que nuestro modelo experimental es adecuado para evaluar in
vivo los efectos del estado tiroideo sobre la neurogénesis adulta y sus posibles implicaciones
funcionales.
1.2 Concentraciones plasmáticas de corticosterona
Las variaciones en las concentraciones de corticosterona plasmática se han relacionado con
cambios en la neurogénesis adulta en el hipocampo y con alteraciones del comportamiento
(Cameron y Gould, 1994; Lupien y McEwen, 1997). Para descartar que los resultados obtenidos en
los distintos estudios se debieran a variaciones en las concentraciones de esta hormona relacionadas
con el estado tiroideo, se determinaron las concentraciones plasmáticas de corticosterona en el
grupo experimental P120.
Las concentraciones de corticosterona en plasma en los animales P120H se encontraban
significativamente disminuidas respecto a las de los animales P120E (en ng/ml, P^OE^ 406±60;
P120H= 219±50, P<0,05). El tratamiento de los animales hipotiroideos con HT elevó los valores,
por encima de los detectados en animales eutiroideos (P120R= 606±27 ng/ml, P<0,01 respecto a
H; P<0,05 respecto a E).
Estos resultados indican que las concentraciones de corticosterona no están relacionadas con los
resultados obtenidos (ver discusión).
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2. INFLUENCIA DEL ESTADO TIROIDEO EN LA NEUROGENESIS
ADULTA EN EL GIRO DENTADO
2.1 Análisis de la capacidad proliferativa en la zona subgranular
El número de células en proliferación en las distintas condiciones experimentales se cuantificó
por inmunohistoquimica usando anticuerpos específicos anti-BrdU (en animales sacrificados a las
24h de la inyección) y anti-Ki67 (Kuhn y cois., 1996; Kee y cois., 2002). Como se había descrito
anteriormente, en todos los grupos experimentales más del 90% de las células inmunopositivas (+)
se encontraron asociadas formando unidades proliferativas con una distribución heterogénea a lo
largo de la ZSG (Palmer y cois-, 2000). Solamente se detectó una pequeña proporción de células
aisladas en esta región, así como en las capas granular y molecular.
2.1.1 Proliferación celular: grupo P95
La deficiencia de HT durante 20 días (grupo P95H) indujo una reducción significativa de
aproximadamente un 30% en el número total de células en proliferación en la ZSG. En las ratas
hipotiroideas se cuantificó una reducción de un 31% en el número total de células BrdU+ (P<0,05)
y de un 33% en el de células Ki67+ (P<0,05) respecto al grupo P95E (Figura I la). El número de
unidades proliferativas también estaba disminuido en las ratas P95H, alcanzando significación
estadística en las unidades proliferativas identificadas con el anticuerpo aná-Ki67 (disminución del
17% para las células marcadas con BrdLl, P= 0,181 y del 30% para las KÍ67+, P<0,05; Figurallb).
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Figura 11. Proliferación celular en la ZSG de animales P95. a) Número total de células BrdU+ y KÍ67+.
b) Número de unidades proliferativas con ambos marcadores. Las gráficas representan la media ± error
estándar. Diferencias respecto al grupo eutiroideo: * P<0,05; NS, no significativo.
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2.1.3 Análisis de las unidades proliferativas
Para profundizar en el estudio de las alteraciones en b capacidad proliferativa de b ZSG
debidas al hipotiroidismo se realizaron análisis complementarios de bs unidades proliferativas en los
grupos P95 y P120. Para ello bs unidades prolifetativas se cbsificaron en distintas categorías en
función del número de células en proliferación que contenían (unidades con 1 célula, con 2, con
3,...). La caracterización de bs unidades proliferativas se reaÜ2Ó cuantificando bs células BrdU y
Ki67 inmunopositivas.
Por un lado se analizaron los patrones de distribución porcentuales de bs distintas categorías
de bs unidades proliferativas con tablas de contingencia (Figura 13). El análisis estadístico no indicó
diferencias significativas entre los grupos, es decir que el patrón de distribución de bs distintas
categorías era independiente del estado tiroideo, tanto en bs unidades proliferativas BrdU+ como
KÍ67+.
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Figura 13. Distribución de las unidades proliferativas. En las gráficas se muestra el patrón de
distribución del número de células BrdU+ y KÍ67+, que es similar en todos los grupos estudiados (P>0,03).
Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05) entre los grupos indicados, en una determinada
categoría de unidades proliferativas.
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También se compararon por separado cada una de las categorías entre los distintos grupos
experimentales (2 células frente a 2 células, 3 células frente a 3, etc). En este caso se encontraron
solamente algunas diferencias puntuales (Figura 13). Estos resultados indican que no se detectaron
diferencias generalizables en las unidades proüferativas debidas al distinto estado tiroideo de los
animales. Las diferencias en el número total de unidades proüferativas son debidas a la suma de los
efectos parciales no significativos en las distintas categorías.
Todos estos resultados nos llevan a la conclusión de que un corto periodo de deficiencia
hormonal en el adulto provoca una reducción considerable de la capacidad proliferativa en la
ZSG que se puede revertir tras el tratamiento de reemplazo hormonal.
2.2 Análisis de las neuronas generadas de novo
Para determinar si la generación de neuroblastos y la maduración neuronal estaban afectadas
por el hipotiroidismo adulto, se estudió por inmunohistoquímica el número, la distribución y la
morfología de las células que expresan doblecortina (DCX). Esta proteína del citoesqueleto se
localÍ2a en el citoplasma, neuritas y conos de crecimiento de neuroblastos y neuronas inmaduras en
las zonas neurogénicas adultas (Nacher y cois., 2001; Ribak y cois., 2004).
2.2.1 Generación de neuroblastos y maduración neuronal: grupo P95
En los anímales eutiroideos, las células DCX+ se alinean a lo largo de las hojas dorsal y ventral
del GD, en la región limitante con la ZSG (Figura 14b). En general las células DCX+ presentan
dendritas apicales desarrolladas, que en muchas ocasiones llegan a tocar el ventrículo. La mayoría de
las dendritas DCX+ se orientan verticalmente hacia la capa molecular y sólo algunas
longitudinalmente, siguiendo el borde interior del GD (Figura 14c).
El hipotiroidismo indujo importantes alteraciones en la población de células DCX+, tanto en
su número como en su morfología. El análisis cuantitativo del número total de células DCX+
mostró una reducción del 32% en las ratas P95H (P<0,05; Figura 14a), claramente apreciable en las
vistas panorámicas del GD (Figura 14d). Además, en los animales hipotiroideos, las células DCX+
no se disponen alineadas en la región limitante de la ZSG, como se observaba en los animales
eutiroideos. La morfología del árbol dendrítico también mostraba claras alteraciones debidas al
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hipotiroidismo (Figura 14e). La mayoría de las células DCX+ de los animales P95H presentaban un
árbol dendrítico hipoplásico, con dendritas más finas y cortas y menos ramificadas, muchas de ellas
con trayectorias aleatorias, no verticales a la capa molecular.
2.2.2 Generación de neuroblastos y maduración neuronal: grupo P120
El ANOVA de una vía mostró un efecto significativo del factor estado tiroideo en el número
total de células DCX+ (P<0,001), que se correlaciona con los resultados obtenidos en los estudios
de proliferación.
El hipotiroidismo adulto durante 45 días (ratas P120H) indujo una reducción del 25% en el
número de células DCX+ en el G D respecto a las ratas eutiroideas (P<0,01; Figura 14í). La
distribución y la morfología de estas células también se encontraban alteradas en el grupo P120H
(Figura 14i-j). Las células DCX+ presentaron un árbol dendrítico altamente hipoplásico, similar al
descrito más arriba para las ratas P95H.
Al igual que se describió anteriormente en relación a las células en proliferación, las
alteraciones presentes en las células DCX+ de animales hipotiroideos se recuperaron con el
tratamiento hormonal. Se cuantificó un aumento del 50% en el número de células DCX+ (P<0,01
respecto a H), que se situó incluso un 13% por encima de los niveles de los animales eutiroideos
(P<0,05; Figura 14f), El tratamiento hormonal también mejoró las anomalías en la distribución y las
alteraciones del árbol dendrítico de las células DCX+ en las ratas R. En estos animales la mayoría de
las células presentaban un árbol dendrítico bien desarrollado con dendritas más largas y con
abundantes ramificaciones, comparable al observado en condiciones de eutiroidismo (Figura 14k-l).
Estos resultados refuerzan los resultados anteriores y demuestran que la generación y
maduración inicial de las neuronas generadas en el GD también se ven alteradas por la deficiencia
de HT y que estas alteraciones pueden revertirse con el reemplazo hormonal.
Página siguiente:
Figura 14. Análisis de la maduración celular en el GD. a) y f) Número total de células DCX+ en
animales P95 (a) y P120 (f). Las gráficas representan la media ± error estándar. Diferencias respecto al grupo
eutiroideo: * P<0,05; ** P<0,01. Diferencias respecto al hipoároideo: # # # P<0,001. b-e) y g-1)
Inmunohistoquímica para DCX (b-c P95E; d-e P95H; g-h P120E, i-j P120H, k-1 P120R). Las flechas indican
dendritas poco desarrolladas en los animales H y las cabezas de flechas dendritas bien desarrolladas en los
animales E y R. ZSG, zona subgranular; CG, capa granular; Mol, capa molecular del GD. Escala, paneles de
la izquierda: 250[Jim y paneles de la derecha: 50jim.
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En conclusión, los resultados indican que las HT ejercen una influencia importante sobre la
neurogénesis adulta en el GD ya que se necesitan concentraciones adecuadas de HT, tanto
para mantener una tasa protijerativa apropiada en la ZSG como para inducir la generación y
maduración de nuevas neuronas.
2.3 Análisis comparativo de la neurogénesis en las dos edades estudiadas:
P95 y P120
Estudios previos habían establecido que la neurogénesis adulta disminuye con la edad del
animal (Kuhn y cois., 1996). Por esta razón se realizó un análisis estadístico para comparar tanto la
proliferación celular como la maduración neuronal entre los grupos P95 y P120.
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Figura 15. Comparación de la proliferación y maduración celular a distintas edades, a-b)
Comparación del número total de células y unidades proli fiera ovas BrdU+. c-d) Comparación del número
total de células y unidades proli feratrvas KJ67+. d) Comparación del número total de células DCX+. Las
gráficas representan la media ± error estándar. Diferencias: * P<0,01; NS no significativo.
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No se encontraron diferencias en el número de células caracterizadas con los distintos
anticuerpos utilizados (BrdU, Ki67 o DCX) entre arabas edades dentro del mismo grupo
experimental (Figura 15). Este resultado se debe probablemente al corto intervalo de tiempo entre
las edades estudiadas. Sólo se observaron diferencias significativas en el número de unidades
proliferativas detectadas con el anticuerpo anti-Ki67 en los grupos eutiroideos.
2.4 Análisis de la muerte celular
Se determinó si la disminución en el número de células en proliferación y en el número de
neuronas generadas de novo en los animales hipotiroideos se relaciona con un aumento de la muerte
celular. Para ello se realizaron varios estudios con distintas técnicas que permiten detectar células
apoptóticas.
El análisis cualitativo de núcleos picnóticos en la ZSG en animales P95 y P120, tanto con
microscopía óptica (en secciones semifinas) como con microscopía electrónica, no mostró un
aumento en los grupos de ratas hipotiroideas en comparación con sus correspondientes grupos
eutiroideos.
También se analizó la apoptosis en secciones de vibratomo usando dos métodos diferentes: el
método enzimático TÚNEL y la inmunohistoquímica para la enzima proapoptótica caspasa-3
activada. No se encontró un aumento en el número de células TUNEL+ (P95E= 30 ± 7; P95H=
14 ± 2; P= 0,05), ni tampoco en el número de células inmunopositivas para caspasa-3 activada
(P95E= 1068 ± 81; P95H= 1348 ± 139; P= 0,08) en los animales hipotiroideos.
En conjunto i estos datos indican que la reducción en el número de células en proliferación y
neuronas generadas de novo en los animales hipotiroideos no se explica por un aumento de la
muerte celular en esta región.
2.5 Supervivencia de las células generadas
Diversos estudios indican que sólo un 50% de las células que proliferan en la ZSG, sobreviven
y se diferencian a células granulares maduras (Dayer y cois., 2003). Se ha establecido que el periodo
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de tiempo necesario pata la diferenciación de estas células es de aproximadamente 4 semanas
(Cameron y cois., 1993).
Para estimar la supervivencia de las células generadas de novo en los distintos grupos
experimentales, se cuantificó el número de células BrdU+ en el G D detectadas por
inmunohistoquímica con microscopía óptica a las 4 y 3 semanas tras las inyecciones de la BrdU
(protocolos 1 y 2, respectivamente; ver Materiales y Métodos).
2.5.1 Supervivencia de las células generadas en la ZSG: protocolo 1
Después de 4 semanas de las inyecciones de BrdU no se encontraron diferencias en el número
de células BrdU+ en condiciones de eutiroidismo o hipotiroidismo (P150E= 175,5 ± 12,6; P150H=
176,4120,2;?= 0,577).
La tasa de supervivencia de las células BrdU+ se calculó como el porcentaje del número de
células marcadas a P150 (30d después de la inyección de BrdU) respecto al número de células
marcadas a P120 (Id después de la inyección de BrdU). A las 4 semanas de la última inyección de
BrdU la tasa de supervivencia en los animales eutiroideos era del 22% y en los animales
hipotiroideos alcanzaba el 32%.
2.5.2 Supervivencia de las células generadas en la ZSG: protocolo 2
Para corroborar los resultados obtenidos con el protocolo anterior y descartar la posibilidad de
que se hubiera cometido un sesgo con ese protocolo, se utilizó otro protocolo adicional con el fin
de marcar más células supervivientes. Este protocolo consistió en la administración de 6 inyecciones
de BrdU espaciadas 12h (a lo largo de 3d) y el sacrificio de los animales a las 3 semanas de la última
inyección.
Con este protocolo, tampoco se encontraron diferencias en el número de células BrdU +
supervivientes entre ninguna de las condiciones estudiadas (P140E= 992,0 ± 61,6; P140H= 992,0 ±
161; P140R= 1030,5 ± 63,4; P= 0,947).
Los resultados obtenidos muestran que en los animales hipotiroideos no hay diferencias en el
número de células que se detectan a las 3 o 4 semanas del mareaje con BrdU respecto a los
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animales eutiroideos. Estos resultados probablemente se deban a la raknti^ación del ciclo
celular en los animales hipotiroideos y no a un aumento en la supervivencia de las células
generadas de novo (ver discusión).
2.6 Organización del giro dentado del hipocampo en los distintos estados tiroideos
Trabajos clásicos in vivo demuestran que el hipotiroidismo durante el desarrollo prenatal y
postnatal temprano provoca una disminución del volumen del GD, así como alteraciones en la
citoarquitectura de la capa granular (Rabie y cois., 1979; Rami y cois., 1986a; Rami y cois., 1986b;
Madeira y cois., 1991).
2.6.1 Estudio de la anatomía y citoarquitectura del giro dentado
La anatomía y citoarquitectura del GD se analizó utilizando la tinción de Nissl en secciones
adyacentes a las utilizadas para inmunohistoquímica y en cortes semifinos de los cerebros
procesados para microscopía electrónica.
Se analizaron cualitativamente diferentes aspectos de la organización celular del GD, como su
estratificación, y la morfología y distribución celular. No se observaron alteraciones apreciables
debidas al hipotiroidismo ni a los 20 (grupo P95H) ni a los 45 días (grupo P120H) tras la
tiroidectomía (Figura 16 a y c).
La cuantificación del volumen del GD por métodos estereológicos no mostró diferencias entre
los animales con distinto estado tiroideo (Tabla 2). Este resultado indica que la deficiencia de HT
durante 20 o 45 días no provoca una disminución del volumen de esta estructura en la rata adulta.
Volumen del GD
P95H P120E P120H
0,74 + 0,04 0,69 ± 0,04NS 0,90 ± 0,03 0,76±0,08NS 0,80±0,06NS
Tabla 2. Medidas del volumen del giro dentado. Los resultados muestran !a media + error estándar. No
hay diferencias significaávas entre los grupos estudiados.
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Figura 16. Análisis de la citoarquitectura y ultraestructura del giro dentado. A-B, animales P120E. C-
D, animales P120H. A y C son microfotografías de la capa granular del GD en semifinos teñidos con la
técnica de NissI. Escala, lOuna. B y D son fotografías de microscopía electrónica donde se indica la elevada
proporción de Ínvagtnaaones nucleares en los animales P120H (flechas). Escala, 2um.
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2.6.2 Estudio de la ultraestructura del giro dentado
El análisis con microscopía electrónica de las capas granular y subgranular del GD del
hipocampo no reveló grandes diferencias ultraestxucturales entre los distintos grupos
experimentales. La única diferencia que se observó fue un aumento en la presencia de
invaginaciones nucleares en las neuronas granulares en las ratas P120H (Figura 16d). El estudio de
aproximadamente 400 muestras de perfiles nucleares en ratas P95 y P120 (E y H) reveló un
aumento en el número de núcleos invaginados tras 45 días de hipotiroidismo (grupo P120H). En
este grupo se encontraron invaginaciones nucleares en el 50% de las células de la capa granular,
mientras que el porcentaje en los grupos P120E y P95 fue sólo del 10-15%.
Estos resultados muestran que la deficiencia de HTpor un corto periodo de tiempo (20 días)
en el adulto no provoca alteraciones en la anatomía del GD del hipocampo. Una deficiencia
más prolongada de HT (45 días), aunque tampoco provoca cambios en la anatomía del GD,
sí revela algunas alteraciones uitraestructurales.
3. INFLUENCIA DEL ESTADO TIROIDEO EN EL
COMPORTAMIENTO
3.1 Prueba de nado forzado
3.1.1 Hipotiroidismo y reemplazo hormonal
Trabajos anteriores de otros grupos (Malberg y Duman, 2003; Santarelli y cois., 2003; Jíang y
cois., 2005) parecen demostrar que existe una relación entre la disminución de la neurogénesis
adulta en el hipocampo y la depresión. Teniendo en cuenta que los desórdenes depresivos se
asocian frecuentemente con el hipotkoidismo adulto (Joffe y Levitt, 1993) y apoyándonos en
nuestros resultados anteriores en relación a la neurogénesis, decidimos evaluar el estado de ánimo
de los animales usando la prueba de nado forzado. En este modelo de depresión, las ratas son
forzadas a nadar en un tanque del que no pueden escapar. Después de un periodo de actividad
vigorosa, el animal se queda inmóvil, flotando y haciendo sólo los movimientos imprescindibles
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para mantener la cabeza fuera del agua. La inmovilidad indica un estado de desesperanza en el cual
la rata ha aprendido que es imposible escapar y se resigna a las condiciones experimentales (Porsolt
y cois., 1977). Primero se realiza un entrenamiento de nado forzado, que actúa como un estrés
moderado. Este estrés influye en la respuesta a la prueba del día siguiente. La tendencia a un
comportamiento de tipo depresivo en un grupo experimental determinado se evalúa por el aumento
de la duración del tiempo de flotación durante la prueba respecto a un grupo control.
En nuestro experimento y durante la sesión de entrenamiento, todos los grupos presentaron
un tiempo de flotación similar ( F ^ ^ 2,061; P= 0,153; Figura 17). Este resultado descarta cualquier
posible diferencia inicial de reactividad entre los grupos, incluyendo una posible alteración motora
en las ratas hipotiroideas o una mayor tendencia a la hipotermia en estos animales que pudiera
alterar su movilidad. Sin embargo, el ANOVA de una vía reveló un efecto significativo del factor
estado tiroideo para el tiempo de flotación durante la prueba (F^,— 25,881; P<0,001), Los análisis a
posterioñ mostraron que el hipotiroidismo aumentaba significativamente la duración del tiempo de
flotación (P120E= 1l7,6s; P120H= 188,7s; P<0,001; Figura 17). Este efecto se revierte con el
tratamiento de reemplazo hormonal (P120R— 138,5s, P<0,001 venus ratas H; P= 0,112 versas ratas
E; Figura 17).
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Figura 17. Prueba de nado forzado en animales E, H y R. Las gráficas representan la media ± error
estándar. Diferencias respecto al grupo eutiroideo: *** P<0,001; NS, no significativo. Diferencias respecto al
grupo hipotiroideo: # # # P<0,001.
Estos resultados indican que la deficiencia de HT provoca una mayor susceptibilidad al
comportamiento de tipo depresivo, que se puede normalizar con el reemplazo hormonal.
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Teniendo en cuenta que los estudios de proliferación y la prueba de nado forzado se realizaron
utilizando los mismos animales (grupo P120), se pueden correlacionar los datos obtenidos en
ambos análisis para evaluar la posible relación entre ellos. La comparación entre el tiempo de
flotación durante la prueba de nado forzado y el número de células BrdU+ en ratas con diferente
estado tiroideo indicó una relación inversa entre ambos parámetros en condiciones de
hipotiroidismo (Figura 18).
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Figura 18. Correlación entre el comportamiento depresivo y la proliferación en la ZSG en los
mismos animales. El aumento del tiempo de flotación se correlaciona con la disminución del número de
células BrdU+ en los animales hipotiroideos. Las gráficas representan la media ± error estándar.
Estos resultados indican que las HT influyen no sólo en la neurogénesis del GD sino también
en el comportamiento de tipo depresivo y que ambos procesos parecen estar relacionados.
3.1.2. Tratamiento agudo con hormonas tiroideas
El reemplazo hormonal se puede considerar como un tratamiento crónico, pues se lleva a cabo
durante 25 o 45 días en los que se consiguen normalizar los niveles honnonales en las ratas tratadas
(Tabla 1). Para evaluar la posibilidad de que el tratamiento con HT pueda afectar al
comportamiento de upo depresivo a través de mecanismos directos no relacionados con la
neurogénesis, se estudió el efecto de una administrado a aguda de HT en este comportamiento.
Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron pruebas de nado forzado adicionales utilizando
ratas P120E, P120H y dos grupos diferentes de animales tratados de forma aguda con HT. El grupo
P120W recibió el tratamiento de reemplazo hormonal en el agua de bebida desde 48h antes del test.
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El grupo P1201 recibió una única inyección de HT inmediatamente después del entrenamiento (24h
antes del test) a una dosis 10 veces superior a la utilizada en el reemplazo hormonal.
En este experimento tampoco se observaron diferencias entre los grupos durante la fase de
entrenamiento (FW1= 0,774, P= 0,518; Figura 19). Los resultados de este experimento mostraron
que las ratas tratadas de manera aguda con HT (P1201 y Pl 20W) se comportaban se forma similar a
los animales P120H (P120E=123,0 ± 8,5; P120H= 166,8 ± 10,8; P120I= 172,5 ± 16,8; P120W=
165,0 ± 6,8; todos los grupos, P<0,05 venus E; Figura 19), sin que el tratamiento hormonal
consiguiera revertir las alteraciones del comportamiento.
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Figura 19. Prueba de nado forzado: animales con tratamiento agudo. Lu gráficas representan ia media
± error estándar. Diferencias respecto ai grupo eudroideo: *P<0,05; ** P<0,01; NS, no significativo.
Estos multados vienen a reforjar la hipótesis de la relación existente entre la neurogénesis en
el GDj el comportamiento de tipo depresivo, y nuestros resultados obtenidos anteriormente en
el presente trabajo sobre la modulación de ambos procesos por el estado tiroideo.
3.2 Reconocimiento de un objeto nuevo
Para evaluar si la disminución de los niveles de HT compromete en general la actividad
hipocampal, se sometió a los animales a la tarea de reconocimiento de un objeto nuevo (Ennaceur y
Delacour, 1988). En esta prueba se mide la memoria de reconocimiento visual, un modelo de
memoria explícita que depende de la función del hipocampo (Myhrer, 1988).
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lista prueba se realizó en los grupos de ratas P120 (E, H, R). Los 3 grupos exploraron los dos
objetos presentados durante un periodo de tiempo similar durante la sesión de entrenamiento
(F^,^ 0,17; P= 0,85). Este resultado descarta cualquier preferencia inicial por alguno de los objetos
en cualquiera de los grupos estudiados. Tampoco se observó ninguna alteración locomotora o
exploratoria en las ratas hipotiroideas. Un día después del entrenamiento, durante la prueba de
retentiva, las ratas de todos los grupos mostraron una fuerte preferencia por explorar el objeto
nuevo, como indica el índice de discriminación, significativamente diferente del nivel de casualidad,
que es del 50% (P120E= 65,3%, t7= 10,1, P<0,001; P120H= 67,3%, t,= 7,02, P<0,001; P120R=
61,8%, t,,= 2,2, P<0,05; Figura 20). Además no se hallaron diferencias entre los grupos (FV1= 0,52;
P= 0,60; Figura 20). listos resultados indican que todos los animales estudiados recuerdan el objeto
familiar con la misma intensidad independientemente de su estado tiroideo.
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Figura 20. Prueba de reconocimiento de un objeto nuevo. Las gráficas representan la media ± error
L -i indar. No hay diferencias entre los grupos. NS, no significativo. La linea discontinua representa el nivel de
casualidad (50%).
Podemos concluir que el hipotiroidismo adulto, al menos durante este periodo de tiempo, no
altera la memoria de reconocimiento visual dependiente de hipocampo evaluada mediante esta
prueba.
Estos resultados indican también que la disminución de la neutvjfénesis producida por ¡a
deficiencia de HT no es suficiente para producir alteraciones en el desarrollo de esta tarea
relacionada con la actividad hipocampai
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3.3 Pruebas de condicionamiento por miedo
Para evaluar si el hipotiroidismo afecta a las capacidades de aprendizaje y memoria emocional
de los animales, se realizaron las pruebas de condicionamiento al contexto y al sonido. En estas
pruebas las ratas aprenden a tener miedo ante un estímulo inocuo (un contexto o un sonido) al
asi >ciarlo con un estímulo aversivo (una descarga eléctrica). Cuando se expone de nuevo al animal al
contexto o al sonido, éste muestra una respuesta de miedo condicionado que se presenta como
inmovilidad. El condicionamiento al sonido depende de la integridad de la amígdala, mientras que el
condicionamiento al contexto es sensible a lesiones tanto en la amígdala como en el hipocampo
(Phillips y LeDoux, 1992). La realización de ambas pruebas permite evaluar la integridad funcional
de una u otra región.
Se sometieron a esta prueba ratas P120 eutiroideas e hipotiroideas. En el entrenamiento,
ambos grupos de ratas presentaron unos niveles de inmovilidad similares durante el intervalo post-
descarga (P120E=65,7±5,2%; P120H=71,2±3,0%; t n = 1,343; n.s.; Figura 21), lo que indica una
sensibilidad similar al choque eléctrico. Tampoco se observaron diferencias iniciales durante el
periodo pre-descarga.
Cuando se volvió a exponer a las ratas al sonido de condicionamiento 48h después del
entrenamiento, tampoco se encontraron diferencias entre los grupos (P120E= 72,2 + 6,5%;
P120H= 80,0 ± 3,1%; t,,= 0,077; n.s.; Figura 21). Como estaba descrito, los animales eutiroideos
mostraron una disminución en sus niveles de condicionamiento al ser reexpuestas al sonido 1
semana y 3 semanas después del entrenamiento (Figura 21). Sin embargo, las ratas hipotiroideas
mostraron un tiempo de inmovilidad mayor en los ensayos de 1 semana (P120E= 73,7 ± 4,5%;
P120H= 91,8 ± 2,8%; t l t= 2,524; P<0,01; Figura 21) y 3 semanas después del entrenamiento
(P120E= 57,5 ± 6,4%; P120H= 74,7 ± 6,5%; t n = 1,818; P<0,05; Figura 21) comparadas con las
ratas eutiroideas. En ningún caso se observaron diferencias significativas durante los periodos pre-
sonido.
En la prueba de condicionamiento al contexto no se observaron diferencias entre las ratas E y
H al re-exponer a los animales 24h (P120E= 47,4 ± 6,7%; P120H= 55,6 ± 6,0%; t,,= 0,318; n.s) o
1 semana (P120E= 24,2 ± 2,5%; P120H= 28,9 ± 4,6%; t,,= 0,106; n.s; Figura 21) después del
entrenamiento. Sin embargo, sí que se encontraron diferencias significativas entre los grupos 3
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semanas después del condicionamiento (P120E= 15,6 ± 1,2%; P120H= 24,2 ± 3,9%; t n = 2,405;
P<0,05; Figura 21).
a Sonido
P120E
P120H
Entrenamiento Test48h
b Contexto
1 semana 3 semanas
Entrenamiento Test 24h Test Test1 semana 3 semanas
Figura 21. Pruebas de condicionamiento por miedo, a) Condicionamiento al sonido, b)
Condicionamiento al contexto. Las gráficas representan la media ± error estándar. Diferencias respecto al
grupo eutiroideo: *P<0,05; ** P<0,01; NS, no significativo.
Los resultados indican que las memorias emocionales están potenciadas en los animales
hipotiroideos. Las diferencias observadas en los estudios de condicionamiento entre los distintos
estados tiroideos no parecen estar relacionadas con la función hipocampal.
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Desde hace años se sabe que se necesitan concentraciones adecuadas de HT sistémicas, no sólo
para el correcto desarrollo del SN, sino también para el mantenimiento del SN adulto. Sin embargo,
mientras que el estudio de las acciones biológicas de las HT sobre el SN en desarrollo ha generado
un gran interés científico, muy pocos estudios han analizado la influencia de las HT sobre la función
cerebral en el individuo adulto. Esto probablemente se deba, entre otros motivos, a conceptos
establecidos basados en estudios de los años 60 que indicaban que el cerebro adulto no respondía
metítbólicamente al estado tiroideo.
Precisamente en el momento de iniciarse esta tesis doctoral empezaba a surgir un nuevo campo
de estudio dentro de la neurobiologia, debido al reconocimiento de la generación de nuevas
neuronas en el cerebro adulto. Los estudios iniciales sobre la neurogénesis adulta indicaban que
muchos de los procesos que tienen lugar durante el desarrollo pueden ocurrir tamhién en el adulto,
y además modularse por señales similares. La importancia de las HT en distintos procesos de
neurogénesis y gliogénesis durante el desarrollo sugería su posible implicación en la neurogénesis
adulta.
La aportación más relevante de este trabajo ha sido demostrar que se necesitan niveles
adecuados de HT para la correcta generación de nuevas neuronas granulares en el GD adulto. Los
estudios in vivo presentados muestran claramente que el hipotiroidismo en el individuo adulto,
incluso durante un corto periodo de tiempo, altera la capacidad proliferativa de la ZSG, la
generación de neuroblastos y su maduración posterior. Además, la deficiencia hormonal provoca
una tendencia al comportamiento de tipo depresivo. El tratamiento de reemplazo hormonal
revierte, en los mismos animales, los cambios en la proliferación y maduración celular en la ZSG en
paralelo a la normalización del comportamiento de tipo depresivo. Estos resultados sugieren la
existencia de una relación causal entre el hipotiroidismo, la reducción de la neurogénesis y la
tendencia al comportamiento de tipo depresivo. Además, el hecho de que el tratamiento agudo con
HT no sea capaz de revertir las alteraciones conductuales refuerza la posibilidad de esta relación.
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1. Hormonas t iroideas y neurogénesis
1.1 Proliferación en el giro dentado
Para cuantificar la capacidad proÜferauVa de la ZSG en animales con distinto estado tiroideo se
usaron dos marcadores diferentes, obteniendo una buena correlación entre ellos.
En las células en proliferación en la ZSG, la fase S del ciclo celular dura aproximadamente 8h y
el ciclo completo 25h (Cameron y McKay, 2001). El compuesto BrdU se incorpora sólo durante la
fase S del ciclo celular y tiene una vida media de 2h en la circulación. El protocolo utilizado (4
inyecciones espaciadas 2h y el sacrificio de los animales a las 24h de la primera inyección) marca
fundamentalmente células en proliferación. De hecho, el mareaje obtenido con los anticuerpos anti-
BrdU concuerda con el que se obtiene tras la detección del antígeno de proliferación KÍ67, que se
expresa durante todas las fases del ciclo celular (Kee y cois., 2002). El porcentaje de células
inmunopositivas para ambos marcadores era muy similar en cada uno de los grupos experimentales.
Además, en todos los grupos, más del 90% de las células BrdU y Ki67 inmunopositivas se
encontraban formando parte de unidades proliferadvas. La correlación de los resultados obtenidos
caracterizando ambos marcadores de proliferación indica que con el protocolo de BrdU utilizado
apenas se detectan células postmitóticas BrdU+. Además, esta correlación descarta la posibilidad de
que la reducción observada en el número de células BrdU+ en condiciones de hipotkoidismo se
deba a restricciones del paso de la BrdU a través de la barrera hematoencefálica.
Nuestros resultados indican que la capacidad proliferativa de la ZSG es muy sensible a los
niveles circulantes de HT. Hemos cuantificado una reducción del 30% en el número de células en
proliferación tan sólo 20 días tras la tiroidectomía. Hay que tener en cuenta que, aunque se extirpe
el tiroides, para conseguir un hipotiroidismo cerebral tienen que disminuir los niveles intracerebrales
de HT. La existencia de mecanismos que mantienen la homeostasis de HT cerebrales hace que se
retrase esta disminución (Silva y Matthews, 1984; Obregon y cois., 1991). A los 15 días de la
tiroidectomía las concentraciones intracerebrales de HT disminuyen aproximadamente un 50% y a
los 2 meses se alcanzan los niveles mínimos hormonales (alrededor de un 15% de los niveles
eutiroideos; Obregón y cois., 1981).
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En el último año del desarrollo de esta tesis doctoral se han publicado dos estudios en los que
también se analiza la implicación de las HT en la neurogénesis en la ZSG de tatas adultas
(Ambrogini y cois., 2005; Desouza y cois., 2005). En ninguno de estos estudios se detectan efectos
de las HT sobre la proliferación en la ZSG adulta in vivo, aunque sí observan una disminución de la
neurogénesis en condiciones de hipotiroidismo (ver siguiente apartado). Las discrepancias con el
trabajo desarrollado en esta tesis pueden deberse a la utilización de drogas antitiroideas en estos
estudios para inducir el hipotiroidismo adulto. El uso de drogas antitiroideas provoca una
disminución mucho más lenta de los niveles de HT circulantes y cerebrales que la tiroidectomía
quirúrgica, ya que la glándula tiroides es el único reservorio de HT corporales. Las discrepancias
señaladas podrían deberse además a las diferencias en los protocolos de BrdU utilizados. En los dos
estudios anteriores utilizan un protocolo de administración de BrdU muy semejante (1 inyección
cada 12h durante 2 o 3 días) que por su duración marcaría más células postmitóticas que nuestro
protocolo. Por otra parte, en estos trabajos no se ha utilizado un método alternativo de detección
de un antigeno de proliferación endógeno que verifique la cuantificación de las células en
proliferación. Sin embargo, otros estudios si han cuantificado en estadios juveniles una disminución
de la proliferación en la ZSG provocada por la deficiencia de HT durante el desarrollo, en un
modelo experimental murino de hipotiroidismo congénito (Uchida y cois., 2005). Además, el
tratamiento de estos animales con T3 consigue normalizar la capacidad proliferativa del GD.
También recientemente varios grupos han investigado las acciones de las HT sobre la
neurogénesis en la otra región neurogénica del cerebro adulto, la ZSV, con resultados muy dispares,
Se ha descrito tanto un descenso en la proliferación celular en ratones con hipotiroidismo adulto
(Lemkinc y cois., 2005), como un aumento en ratas hipotiroideas adultas (Fernández y cois., 2004),
En un trabajo anterior de Giardino y cois. (Giardino y cois., 2000) no detectaban diferencias en la
proliferación en la ZSV en ratas adultas tratadas con una droga antitiroidea, aunque el tratamiento
con T3 aumentaba considerablemente la proliferación en esta región. Estas divergencias pueden
deberse a diferencias en el modelo experimental estudiado y también a la complejidad celular de la
ZSV. Se ha descrito que en la ZSV se generan neuronas pero también una proporción considerable
de células guales y en especial oligodendrocitos. Hay que tener en cuenta que las HT en
combinación con factores de crecimiento, están implicadas en la proliferación de células precursoras
de oligodendrocitos y en la diferenciación y maduración posterior de los mismos (Baas y cois.,
1997). Por otra parte, la ZSV es una región con una elevada densidad celular y una heterogeneidad
regional en cuanto a su capacidad proliferativa. Por ello es muy importante la utilización de
métodos estereológicos adecuados para cuantificar de una manera fiable las células en proliferación
en esta reglón.
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Nuestros resultados muestran que el tratamiento de las ratas hipotiroideas con HT aumenta el
número de células en proliferación incluso por encima de los valores de los animales eutiroideos.
Este efecto parece sugerir un mecanismo rápido de recuperación de la neurogénesis después de un
daño. Un mecanismo similar se ha descrito durante el periodo de abstinencia de alcohol. Se ha
observado una reducción de la proliferación en la ZSG como consecuencia del consumo crónico de
alcohol y un aumento temporal de hasta 4 veces en la proliferación en el GD tras 7 días de
abstinencia (Nixon y Crews, 2004).
El número de unidades proliferativas también disminuye con el hipotiroidismo y aumenta con el
tratamiento hormonal. Que sepamos, esta es la primera vez que se observa una variación en el
número de unidades proliferativas en la ZSG como consecuencia de un mecanismo modulador de
la neurogénesis. Este resultado es importante ya que las células que componen una unidad
proliferativa parecen derivar de una única célula madre. Por tanto, la disminución del número de
unidades proliferativas podría indicar la salida del ciclo celular de las células madre, la no activación
de las mismas desde su estado de quiescencia, o la ralentización de su ciclo proliferativo. El
aumento del número de unidades proliferativas tras el reemplazo hormonal, incluso por encima de
los niveles eutiroideos, indicaría que las HT son capaces de incrementar la capacidad proliferativa de
la ZSG. Para profundizar en esta hipótesis sería muy interesante determinar si en condiciones de
eutiroidismo el tratamiento hormonal también es capaz de aumentar esta capacidad proliferativa,
resultando en un incremento de la neurogénesis en esta región.
Entre los posibles factores que pueden influir en la proliferación en la ZSG se encuentran los
glucocorúcoides (Cameron y Gould, 1994; Karishma y Herbert, 2002). Se ha descrito que hay una
correlación negativa entre los niveles de glucocorn'coides y la proliferación de precursores de células
granulares (Cameron y Gould, 1994; Montaron y cois., 1999). Además, el aumento en los niveles
plasmáticos de corticosterona inducido por situaciones de estrés (Tanapat y cois., 2001) o por la
edad (Montaron y cois., 2006) disminuye considerablemente la proliferación en la ZSG. Por este
motivo, se analiaó la posibilidad de que variaciones de los niveles plasmáticos de corticosterona
pudieran estar relacionadas con los resultados obtenidos. Estas variaciones podrían deberse al
propio estado tiroideo de cada grupo experimental o a una diferente respuesta al estrés generado en
nuestros protocolos experimentales relacionada con el estado tiroideo.
La concentración de corticosterona en los animales hipotdroideos era significativamente menor
que en los eutiroideos, lo que confirma estudios anteriores (Kamilaris y cois., 1991). Por lo que los
efectos de las HT sobre la proliferación en el GD no parecen estar mediados por cambios en los
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niveles de corticosterona plasmática, ni por una mayor respuesta al estrés en condiciones de
hipotiroidismo.
1.2 Generación de nuevas neuronas en el giro dentado
En la ZSG, la mayoría de las células en proliferación se diferencian a neuronas (Steiner y cois.,
2004). Por tanto, se esperaría que la reducción del número de células en proliferación en los
anímales hipotiroideos diera lugar a un menor número de neuroblastos. Esta hipótesis se confirmó
analizando las células que expresan DCX, una proteína asociada a los microtúbulos que se expresa
en neuroblastos y neuronas inmaduras. Se ha demostrado que la expresión de esta proteína refleja
los niveles de neurogénesis en el GD adulto (Brown y cois., 2003b; Rao y Shetty, 2004; Couillard-
Despres y cois., 2005). Todos los grupos de animales hipotiroideos presentan una disminución del
número de células DCX+ en la ZSG. En dos estudios recientes, como se explica más arriba,
también se ha observado que la neurogénesis adulta en el GD se modula por el estado tiroideo
(Ambrogini y cois., 2005; Desouza y cois., 2005). En concreto, en uno de estos estudios observan
una disminución de los neuroblastos inmaduros generados de novo detectados por la expresión de
dos proteínas características de esta población celular (TUC-4 y PSA-NCAM; Ambrogini y cois.,
2005). El efecto de la deficiencia de HT sobre la población de células DCX+ parece reflejar el
defecto observado en el número de células en proliferación, ya que el porcentaje de reducción es
simihir en ambos casos en todos los grupos hipotiroideos estudiados.
El hipotiroidismo adulto no sólo disminuye el número de células DCX+, sino que además
induce graves alteraciones en la morfología del árbol dendrítico de las células remanentes. Las
dendritas de las células DCX+ de animales eutiroideos contactan con la capa molecular del GD e
incluso la atraviesan llegando hasta regiones muy cercanas al ventrículo. El significado funcional de
estas largas dendritas no se conoce, pero pudieran ser importantes para la diferenciación terminal y
la integración de las nuevas neuronas en circuitos operativos, de manera similar a lo que ocurre
durante el desarrollo (Ribak y cois., 2004). Estas largas dendritas también podrían ser importantes
para modular la proliferación de los neuroblastos DCX+. En este sentido se ha observado en
estudios in rítro que los astrocitos estimulados con T3 activan la proliferación de precursores de
células granulares del cerebelo. Esta activación de la proliferación celular está mediada tanto por la
secreción de factores de crecimiento por los astrocitos, como por el establecimiento de contactos
celulares astrocito-precursor neuronal (Martinez y Gomes, 2005). Hay que tener en cuenta además
que la capa molecular del GD contiene una gran proporción de astrocitos que expresan D2
(Guadaño-Ferraz y cois., 1999), que es la enzima responsable de la generación local de la hormona
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activa T3 en el SN. La hipoplasia del árbol dendritíco en condiciones de hipotiroidismo impediría la
correcta señaÜ2ación de estas dendritas que no alcanzarían la longitud de las normales y por tanto
no contactarían con las células correspondientes ni recibirían las señales adecuadas.
El efecto que observamos del hipotiroidismo adulto en la extensión de neuritas concuerda con
resultados previos de otros grupos sobre el papel de las HT en el ensamblaje y la estabilidad del
citoesqueleto durante el desarrollo (Nunez y cois., 1991). El hipotiroidismo durante el desarrollo
induce anomalías en el crecimiento de las neuritas a la vez que disminuye el número y la densidad de
los microtúbulos (Nunez y cois., 1989). Se ha descrito que estos efectos podrían deberse a la
modulación por HT de la expresión de varios componentes del citoesqueleto, en particular las
tubulinas y ciertas proteínas asociadas a los microtúbulos (Stein y cois., 1990). Otros trabajos
indican que el hipotiroidismo adulto reduce la extensión de procesos y el número de espinas en
neuronas neocorticales, lo que se revierte tras 25 días de tratamiento con T4 (Ruiz-Marcos y cois.,
1980).
Por otra parte, la expresión de DCX en las neuronas inmaduras puede estar relacionada con la
reorganización de los microtúbulos y el crecimiento de procesos celulares (Deuel y cois., 2006),
aunque hasta el momento no se ha descrito que la DCX sea un gen diana de HT. Con nuestros
resultados podemos afirmar que hay una disminución del número de células DCX+, pero no
podemos concluir si hay una disminución o no de la transcripción del gen que codifica esta
proteína.
El tratamiento de animales hipotiroideos con HT aumenta el número de células DCX+ por
encima de los niveles eutiroideos y recupera de forma notable la morfología dendrítica de las células
marcadas. El hecho de que el reemplazo hormonal sea capaz de recuperar no sólo la proliferación
celular, sino también el número de neuroblastos comprometidos, indica que las HT deben ser un
factor importante en la modulación de la neurogénesis adulta en la ZSG.
La acción de las HT sobre la neurogénesis en la ZSG podría deberse a un efecto directo sobre
las células madre y los precursores neuronales, ya que en el GD adulto se expresan las isoformas
principales de los TRs (Guadaño-Ferraz y cois., 2003). En concreto, se ha observado la expresión
de TRoc, TRpl y TR|32 en células en proliferación en la ZSG (Desouza y cois., 2005). Las HT
también podrían ejercer efectos indirectos sobre los precursores neuronales a través de otras
poblaciones celulares. Se ha descrito que las HT estimulan la liberación de factores de crecimiento
por astrocitos (Trentin y cois., 2003; Martínez y Gomes, 2005), que podrían actuar sobre las células
madre o los progenitores neuronales.
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1.3 Supervivencia de las nuevas células generadas
El análisis de la supervivencia celular reveló que no había diferencias en el número de células
BrdU+ marcadas a largo plazo entre los animales eutiroideos e hipo tiroideos. Para llevar a cabo este
estudio se realizaron dos protocolos de inyecciones diferentes. En el protocolo 1 la pauta de
inyección de BrdU es idéntica a la de los estudios de proliferación, lo que permite establecer la tasa
de supervivencia de las células entre ambas edades, la cual estaba incrementada en los animales
hipo tiroideos. Con este protocolo se obtuvo un número de células marcadas pequeño, lo que podía
conllevar un cierto sesgo por marcarse un número insuficiente de células. Para descartar este sesgo,
se realizó el protocolo 2, con el que se marcan más células por administrar BrdU durante más días.
Además, en este protocolo se reduce la dilución del mareaje con BrdU al acortar el tiempo de
análisis de la supervivencia (de 4 a 3 semanas). En ambos casos se obtuvieron los mismos
resultados, descartando el posible sesgo por evaluar un pequeño porcentaje de la población de
células que sobreviven. En ambos protocolos se analizó el número de células marcadas cuando ya
se ha producido la mayoría de la muerte en esta población celular (Dayer y cois., 2003).
El número de células BrdU+ que permanecen marcadas después de un tiempo largo desde la
administración de la BrdU viene determinado por dos factores: la tasa de muerte celular y la
dilución del mareaje por las sucesivas divisiones de las células que captaron la BrdU.
Se ha cuantificado que alrededor de un 50% de las neuronas generadas mueren durante el
primer mes (Dayer y cois., 2003). En nuestros estudios no se observaron diferencias en el número
de células apoptóticas entre los grupos estudiados valoradas con distintas aproximaciones
experimentales (método TÚNEL, detección de caspasa-3 activada y estudios morfológicos de
células pienóticas). Por tanto, puede descartarse que el número de células que sobreviven en
condiciones de hipotiroidismo esté alterado por este factor. Únicamente con el método TÚNEL se
apreció una tendencia a la reducción de la muerte celular en los animales hipotiroideos. Sería lógico
que, al generarse menos células, también se muriera un número menor. Sin embargo, las diferencias
no llegan a ser estadísticamente significativas y no se corroboran con los otros métodos utilizados.
Además, el número de células detectadas con este método es muy pequeño y se ha sugerido que
puede no ser un método muy fiable para obtener datos cuantitativos. Por otro lado, al no haber
diferencias en la tasa de apoptosis entre los grupos estudiados, la disminución observada en el
número de células en proliferación y en el número de neuronas generadas no debe producirse por
un aumento de la muerte celular en estas poblaciones. En otros estudios (Ambrogini y cois., 2005;
Desouza y cois., 2005) se ha observado un aumento de la muerte celular en la ZSG en animales
hipotiroideos cuantificado por el método de TÚNEL. En estos estudios se trata a los animales con
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drogas antitiroideas que podrían tener un efecto específico sobre las células en esta región y
diferente al de la tiroidectomía. En otro esrudio no se detectaron diferencias en el índice de células
picnóúcas en el GD en desarrollo en animales hipotiroideos (Rami y cois., 1986b). Por su parte,
Leinkine y cois. (Lemkine y cois., 2005) observaron una disminución de la muerte celular
detectando caspasa-3 activada en la ZSV de ratones hipotiroideos adultos.
Al no detectar diferencias en la muerte celular, podemos concluir que la mayor tasa de
supervivencia de las células BrdU+ a largo plazo en los animales hipotiroideos se debe
probablemente a una menor dilución del mareaje. Esto sugiere que en estos animales se produce
una reducción de la tasa de división celular, probablemente por un alargamiento del ciclo celular de
los progenitores neuronales. Esta posibilidad se correlaciona con la reducción de la proliferación
observada. De la misma manera, Lemkine y cois. (Lemkine y cois., 2005) estudiando la ZSV
observan una menor proporción de células que, una vez han proliferado, vuelven a entrar en ciclo
en los animales hipotiroideos. Se ha descrito que las HT regulan la expresión de varias proteínas
relacionadas con la progresión del ciclo celular, aunque estos estudios, la mayoría irt vitro, presentan
resultados controvertidos (Barrera-Hernández y cois., 1999; Pérez-Juste y Aranda, 1999; Pibiri y
cois., 2001; Holsberger y cois., 2003; Nygard y cois., 2003).
1.4 Anatomía y ultraestructura del giro dentado
A pesar de las alteraciones que se observan en la neurogénesis en los animales hipotiroideos, en
nuestros estudios no se observaron diferencias en la distribución celular ni en el volumen total del
GD entre los grupos estudiados. Esto coincide con otros estudios que analizaron estos parámetros
en ratas adultas tratadas con diferentes drogas antitiroideas durante 21 o 28 días (Desouza y cois.,
2005). En otro estudio tampoco se observaron diferencias en el volumen del GD por deficiencia de
HT en animales con hipotiroidismo postnatal prolongado (hasta 4 meses), a pesar de detectar una
disminución en el número total de neuronas granulares (Madeira y cois., 1991). Sin embargo, otros
estudios detectaron una pequeña reducción del volumen del GD tras 30 días de tratamiento con
una droga anriüroidea (Ambrogini y cois., 2005). Estudios clásicos indican que el hipotiroidismo
durante el desarrollo provoca una disminución del crecimiento longitudinal y del volumen del
hipocampo (Rabie y cois., 1979).
El análisis de la ultraestructura de las células granulares mostró un aumento en la proporción
de células con invaginaciones nucleares a los 45 días de la tiroidectomía y no antes, El significado de
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este hallazgo no se conoce, y no se había descrito anteriormente como un cambio ultxaestructural
debido al hipotiroidismo, pero podría estar relacionado con una disminución de la actividad
transcripcional. Cuando disminuye la actividad transcripcional hay un aumento de la compactación
de la cromatina y esto induce una disminución del volumen nuclear. Como consecuencia de esta
disminución la membrana nuclear redundante se invagina. Se piensa que esto ocurre porque la
membrana nuclear es muy estable y de esta manera se consigue tener un reservorio de membrana en
el caso de que cambie la actividad transcripcional. De hecho, este proceso de formación de
invaginaciones nucleares puede ocurrir de manera reversible en neuronas diferenciadas en respuesta
a diferentes estímulos que modifican la actividad transcripcional (Lafarga y cois., 1998), Por otra
parte, la diferenciación neuronal y la extensión de dendritas implican un aumento en la actividad
transcripcional, que también se acompaña de cambios en la morfología nuclear (Navascues y cois.,
2004). Además, la presencia de invaginaciones nucleares se ha detectado en células indiferenciadas
(Johnson y cois., 2003),
En esta tesis no hemos realizado un estudio morfométrico del tamaño nuclear de las células
granulares, pero otros grupos si han detectado una disminución de su tamaño nuclear en ratas
hipotiroideas adultas (Ambrogini y cois., 2005). Esto se podría correlacionar con el aumento de la
proporción de células con invaginaciones nucleares en nuestro modelo de hipotiroidismo adulto.
2. Hormonas tiroideas y comportamiento
2.1 Comportamiento de tipo depresivo
La prueba de nado forzado es el test mejor caracterizado y más ampliamente utilizado para
evaluar alteraciones en el comportamiento de tipo depresivo en roedores (Porsolt y cois., 1991;
Redei y cois., 2001). Diversas evidencias experimentales indican que las alteraciones psiquiátricas,
incluyendo la depresión, están relacionadas con la neurogénesis en el GD adulto (Malberg, 2004), y
en especial con la capacidad proliferaüva de la ZSG. El tratamiento crónico con fármacos
antidepresivos aumenta la proliferación en el GD sin afectar a la diferenciación (Malberg y cois.,
2000). Además, para la eficacia terapéutica de estos fármacos es necesaria la estimulación de la
proliferación de los precursores en la ZSG (Santarelli y cois., 2003).
Nuestros resultados indican que el hipotiroidismo adulto, en paralelo a la reducción de la
proliferación de la ZSG, induce un comportamiento de tipo depresivo. En un estudio previo
también se observó que el hipotiroidismo severo aumentaba el tiempo de flotación en la prueba de
nado forzado en comparación con ratas euriroideas y que este efecto sólo se prevenía con dosis
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elevadas de T4 (Kulikov y cois., 1997). El tratamiento con HT utilizado en esta tesis consiste en la
administración crónica de una combinación fisiológica de T4 y T3 basada en estudios previos, en
los que observaban que sólo esta combinación era capaz de normalizar los niveles de HT en
diversas regiones cerebrales (Escobar-Morreale y cois., 1996). Probablemente por ello, el reemplazo
hormonal que conseguimos con este protocolo no sólo recupera la tasa proliferativa de los
progenitores de la ZSG sino que es capaz de revertir también las alteraciones del comportamiento,
como ocurre en otras situaciones de activación de la proliferación en el GD (Malberg y Duman,
2003; Santarelli y cois., 2003; Jiang y cois., 2005). Estos resultados muestran que hay una alteración
de la conducta emocional provocada por el hipotiroidismo, que podría correlacionarse con las
alteraciones de la neurogénesis.
En este estudio hemos comprobado que el tratamiento agudo con HT no es capaz de
normalizar el comportamiento de tipo depresivo en los animales hipotiroideos. Esto descarta que la
mejoría del estado depresivo se deba a una acción rápida de las HT. El tiempo necesario para
inducir cambios funcionales tras el tratamiento hormonal refuerza la posibilidad de una correlación
entre el estado tiroideo, la neurogénesis y el comportamiento. De todas formas, no se puede
descartar que la modulación de la actividad serotoninérgica y noradrenérgica por HT pudiera estar
implicada en el desarrollo de la prueba de nado forzado en los distintos grupos experimentales. Hay
que tener en cuenta también, que tanto la serotonina como la norepinefrina modulan la
proliferación en la ZSG y por tanto la generación de nuevas neuronas en el GD adulto (Brezun y
Daszuta, 1999; Banasr y cois., 2001; Kulkarni y cois., 2002).
Está bien establecido que el estrés puede influir en el comportamiento, y más específicamente
en el comportamiento de tipo depresivo (Johnson y cois., 2006). Bajos niveles de glucocorticoides
en suero se han relacionado con una reducción en el tiempo de flotación en la prueba de nado
forzado y viceversa (Baez y Volosin, 1994). Las medidas de los niveles plasmáticos de
corticosterona en los distintos estados tiroideos descartan la posibilidad de que el aumento en el
tiempo de flotación en las tatas hipoüroideas en la prueba de nado forzado se deba a alteraciones de
la función adrenal.
En humanos, las alteraciones de la función tiroidea se han relacionado con alteraciones
psiquiátricas, especialmente con estados depresivos, que son reversibles con una terapia de
reemplazo hormonal (Oomen y cois., 1996; Joffe, 2002). Por otra parte, estudios epidemiológicos
han encontrado que las mejorías del estado de ánimo y determinadas funciones neuropsicológicas
son los parámetros más sensibles para evaluar la eficacia del tratamiento de reemplazo con HT en
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individuos hipotiroideos (Bunevicius y cois., 1999). De esto se deduce que pequeñas variaciones de
los niveles de HT en el adulto afectan mucho más a la funcionalidad del cerebro que a otros
parámetros bioquímicos. Además, en pacientes refractarios al tratamiento con fármacos
antidepresivos el tratamiento adyuvante con HT durante varias semanas resulta beneficioso
(Aronson y cois,, 1996).
2.2 Aprendizaje y memoria
No se han observado alteraciones en el aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo
con las pruebas realizadas, lo que sugiere que no todas las funciones dependientes de esta estructura
cerebral se encuentran alteradas por el estado tiroideo del animal, ni por la reducción de la
neurogénesis.
2.2.1 Reconocimiento de un objeto nuevo
En relación a la memoria visual, no se observaron diferencias entre los grupos experimentales
en la tarea de reconocimiento de un objeto nuevo a largo plazo. Esta tarea depende de la
funcionalidad del hipocampo (Myhrer, 1989). Este resultado indica que la disminución de la
neurogénesis en el GD tras 6 semanas de hipotiroidismo no es suficiente para producir alteraciones
en el desarrollo de esta tarea. En un estudio reciente se ha cuantificado una reducción de un 65% en
la neurogénesis en el GD tras el tratamiento con un agente antimitótico. Además, la administración
de esta droga impidió que se produjese el aumento en la memoria a largo plazo mediada por el
enriquecimiento del medio y evaluada con la tarea de reconocimiento de un objeto nuevo (Bruel-
Jungerman y cois., 2005). Esto parece indicar que las nuevas neuronas granulares participan en este
tipo de memoria. Sin embargo, en nuestro modelo de hipotiroidismo sólo se produce una reducción
de un 30% en la neurogénesis, lo cual puede ser insuficiente para afectar a la memoria a largo plazo.
Por otra parte, las drogas citostáricas tienen un amplio margen de efectos directos y secundarios que
no son fácilmente distinguibles, por lo que el bloqueo de la formación de memorias utilizando estas
drogas, podría no estar relacionado con la neurogénesis adulta.
Ratones con una mutación dominante negativa del TRal presentan deficiencias en la memoria
de reconocimiento visual evaluada con esta tarea, que sólo se normalizan tras un tratamiento
crónico con dosis elevadas de T3 en el adulto. Estos animales tienen niveles euúroideos de HT en
plasma y cerebro y el tratamiento con dosis elevadas de T3 se utiliza para revertir la actividad
dominante negativa del receptor mutado (Venero y cois., 2005). Es interesante resaltar que los
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animales con esta mutación dominante del TRal muestran una disminución de la densidad de
terminales GABAérgicas de las células en cesto y candelabro en la región CAÍ del hipocampo. Esta
región juega un importante papel en la memoria de reconocimiento visual (Hammond y cois., 2004).
En nuestro modelo experimental de hipotiroidismo adulto probablemente esta región del
hipocampo no se afecte lo suficiente como para alterar la memoria visual evaluada mediante esta
tarea. En cualquier caso, sería interesante explorar si la deficiencia en la activación transcripcional
debida al hipotiroidismo adulto afecta a los circuitos inhibitorios del hipocampo y del GD.
2.2.2 Condicionamiento por miedo
El condicionamiento por miedo es una prueba que evalúa el aprendizaje y la memoria. No se
observaron diferencias durante el entrenamiento en esta prueba, lo que indica que el hipotiroidismo
no interfiere en la adquisición del condicionamiento.
La prueba de condicionamiento al sonido depende de la amígdala y no del hipocampo
(Phillips y LeDoux, 1992). Los resultados de esta prueba apuntan a que la actividad de la amígdala
se ve favorecida al cabo de 1 y 3 semanas por la ausencia de hormona. Este resultado podría
deberse a una potenciación en la consolidación de la información emocional en los animales
hipotiroideos. Sin embargo, el que no se observen diferencias entre los grupos a las 48h del
entrenamiento no apoya esta posibilidad. Otra explicación sería que los animales hipotiroideos
presentasen un déficit en la extinción de la memoria emocional en el tiempo. Sin embargo, con los
experimentos realizados no podemos confirmarlo. En todo caso, esta potenciación de memorias
emocionales implicaría una mala adaptación, dado que una información emocional de intensidad
moderada se transforma en una memoria robusta y con una respuesta conductual de miedo
exagerada. Esto sugiere que las ratas hipotiroideas podrían ser más susceptibles a memorias
traumáticas.
El condicionamiento al contexto depende de la amígdala y además del hipocampo, el cual
interviene en la formación de una representación integrada del contexto (Phillips y LeDoux, 1992;
Maren y Holt, 2000). En esta prueba se aprecia que las ratas hipotiroideas recuerdan mejor a largo
plazo (3 semanas). Por los resultados obtenidos con las pruebas anteriores, parece que este recuerdo
negativo estaría potenciado por la actividad de la amígdala y no por la función hipocampal. Por
tanto, la disminución de la neurogénesis en la ZSG no parece alterar la memoria dependiente del
hipocampo.
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3. Repercusión de los resul tados obtenidos y perspect ivas futuras
Nuestros resultados sugieren que los desórdenes del comportamiento depresivo provocados
por el hipotiroidismo adulto en humanos pueden estar relacionados, entre otros factores, con la
disminución de la neurogénesis en el GD. No sabemos si se pueden llegar a producir daños
estructurales o funcionales permanentes en el GD al aumentar el periodo de hipotiroidismo o
hacerlo repetidamente. Hay que tener en cuenta además que el hipotiroidismo es una enfermedad
con elevada prevalencia y que en muchos casos tarda en diagnosticarse. Estos resultados podrían
considerarse además en el diseño de los protocolos que incluyen la retirada de HT periódicamente
durante varias semanas para el seguimiento del cáncer de tiroides con radioyodo después de la
tiroidectomía quirúrgica.
Nuestros estudios pueden contribuir además a la detección, seguimiento y tratamiento de los
desórdenes del comportamiento. En este sentido podría ser importante estudiar las consecuencias
de la administración de HT en un modelo experimental de depresión eutiroideo, analizando los
efectos del tratamiento en la neurogénesis adulta y en el comportamiento.
Este trabajo también puede contribuir al desarrollo de futuras aplicaciones terapéuticas
encaminadas a paüar daños cerebrales por activación de la neurogénesis endógena. Por ello sería
interesante profundizar en el entendimiento de los mecanismos de acción de !as HT en este proceso
biológico.
NCLUSIONES
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1. El hipotiroidismo adulto inducido por tiroidectomía quirúrgica, incluso por un corto periodo de
tiempo, es suficiente para provocar una disminución significativa de la proliferación en la zona
subgranuhr del giro dentado.
2. El hipotiroidismo adulto también interfiere con la correcta maduración de los neuroblastos y
neuronas inmaduras generadas de novo en el giro dentado, reduciendo su número, alterando su
distribución y provocando una hipoplasia de su árbol dendrítico.
3. La disminución de la neurogénesis en el giro dentado por deficiencia de hormonas tiroideas no se
explica por el aumento de la muerte celular en esta región, ni por variaciones de los niveles
sistémicos de corticosterona.
4. La supervivencia celular en el giro dentado no parece estar afectada por el estado tiroideo del
animal.
5. La disminución de la neurogénesis en el giro dentado adulto en condiciones de hipotiroidismo
parece estar relacionada con alteraciones en el mantenimiento del estado de ánimo, específicamente
con una tendencia al comportamiento de tipo depresivo.
6. El hipotiroidismo adulto sin embargo no interfiere con otras capacidades funcionales de la
formación del hipocampo como la memoria visual y espacial.
7. El tratamiento crónico con hormonas tiroideas es capaz de revertir, en los mismos animales, las
alteraciones en la capacidad proliferativa del giro dentado y la tendencia al comportamiento de tipo
depresivo observadas en condiciones de hipotiroidismo. Sin embargo, el tratamiento agudo no
puede revertir las anomalías conductuales. Esto indicaría que las hormonas tiroideas pueden influir
en el comportamiento a través de !a modulación de la neurogénesis adulta. Estos resultados
sugieren además que los desórdenes del comportamiento provocados por el hipotiroidismo adulto
en humanos podrían deberse, entre otros factores, a una disminución de la proliferación en el giro
dentado.
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8. A pesar de que con el reemplazo hormonal se revierten las alteraciones estudiadas, no se puede
descartar la existencia de daños estructurales o funcionales permanentes debidos a la interrupción
de la neurogénesis en el giro dentado durante el periodo de deficiencia hormonal. Esta posibilidad
debería considerarse en los protocolos clínicos en los que la terapia de reemplazo hormonal se
interrumpe durante varias semanas.
9. La modulación de la neurogénesis en el giro dentado adulto por hormonas tiroideas abre nuevas
expectativas en el desarrollo de futuras terapias encaminadas a paliar daños neuronales por
movilización de células madre endógenas. Nuestros resultados también abren nuevas vías de
entendimiento sobre los mecanismos de acción de las hormonas tiroideas en los desórdenes
depresivos. En ambos casos estas enfermedades tienen una elevada frecuencia en la población
mundial.
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Modulation of adult hippocampal neurogenesis by thyroid
hormones: implications in depressive-like behavior
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Hormonal ¡mbalances are involved ¡n many of the age-related pathologies, as neurodegen-
erative and psychiatric diseases. Specifically, thyroid state alterations in the aduli are related
lo psychological changes and mood disorders as depression. The dentate gyrus of the
hippocampal formation undergoes neurogenesis in adult mammals mcluding humans. Recent
evtdence suggests that depressive disorders and their treatment are tightly related to the
number of newly born neurons in the dentate gyrus. We have studied the effect of thyroid
hormones (TH) on hippocampal neurogenesis In adult rats in vivo. A short period of adult-
onset hypothyroidism impaired normal neurogenesis in the subgranular zone of the dentate
gyrus with a 30% reduction in the number of proliferating cells. Hypothyroidism also reduced
the number of newborn neuroblasts and immature neurons (doublecortin (DCX) immunopo-
sitive cells) which had a severely hypoplastic dendritic arborization. To correlato these
changes with hippocampal function, we subjected the rats to the forced swimmlng and novel
object recognition tests. Hypothyroid rats showed normal memory in object recognition, but
displayed abnormal behavior in the forced swimming test, indicating a depressive-like
disorder. Chronic treatment of hypothyroid rats with TH not only normalized the abnormal
behavior but also restored the number of proliferative and DCX-positive cells, and induced
growth of their dendritic trees. Therefore, hypothyroidism induced a reversible depressive-like
disorder, which correlated to changes in neurogenesis. Our results indícate that TH are
essential for adult hippocampal neurogenesis and suggest that mood disorders related to
adult-onset hypothyroidism in humans could be due, in part, to impaired neurogenesis.
Molecular Psychiatry advance online publication. 31 January 2006; doi:10.1038/sj.mp.4001802
Keywords: thyroid hormones; adult neurogenesis; dentate gyrus; proliferation; doublecortin;
depressive disorder
Introducción
Hormonal imbalances are involved in many age-
related pathologies, such as neurodegenerativa and
psychiatric disorders. Hypothyroidism is a prevalent
condition in humans with an incidence of 8% in the
adult population.1 The clinical picture includes
cognitive. attention, and mood disorders such as
depression, in many cases suggesting hippocampal
alterations, Most symptoms usually remit after TH
replacement, but some may persist, especially after
prolonged hypothyroidism.2 The mechanisms respon-
sible for these alterations have not been clarified,
although many studies point out to disturbárteos in
neurotransmission mainly affecting noradrenergic,
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serotonergic, and GABAergic systems.3 Mood disor-
ders have a complex etiology, and the understanding
of the biological processes affected is of clinical
relevance. Recent evidence suggests that depressive
disorders and their response to treatment are tightly
related to the number of newly born neurons in the
dentate gyrus DOG].**
Adult neurogenesis takes place in two main
neurogenic áreas: the subventriculai zone (SVZ)
adjacent to the lateral ventricles which generates
olfactory bulb interneurons, and the subgranular zone
{SGZ] which gives rise to granular neurons in the
hippocampal DC.6"0
In the DG, granular neurons are generated through-
out adulthood from progenitor cells within tight
proliferative clusters located around small capillaries
in the SGZ.10 The neuroblasts then migrate a short
distance to the granular layer and differentiate
to mature granular neurons. Newly generated
neuroblasts and immature neurons in the adult
DG specifically express doublecortin (DCX),11 a
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microtubule-associated phosphoprotein also ex-
pressed in migrating neuroblasts and immature
neurons during development. Most importantly,
newly born granular neurons are incorporated into
the neural circuitry and mature into functional
neurons.'2 The specific function of ihese neurons is
not yet clear,1J bul some hippocampus-dependent
learning and rnemory tasks have been related to an
increased neurogenesis,'*15 suggesting that they
might contribute to cognitive processes.
Cell proliferation in the adult hippocampus is
decreased in several animal models of stress and
depression.51"1' The mechanisms controlling pro-
genitor cell and neuroblast proliferation have not
been clarified bul circulating factors, inc:luding
hormones, may play a role. As an example, 1GF-I is
needed to induce hippocampal proliferation by
physical exercise/" and stress-elevated circulating
levéis of adrenal steroids inhibit the production of
new granular neurons,10
Thyroid hormones (TH: thyToxine (T4) and 3,5,
3'-triiodothyronme (T3)) are essential for brain devel-
opment and function.19 In particular, in the hippo-
campus, TH deñciency causes reduced growth,
reduced number of cells in the DG, and abnormal
neuronal migration and maturation.zu~" TH action is
mediated through T3 nuclear receptors, and T3
receptor deficiency or mutations also alter adult
hippocampat structure and hippocampus-dependent
behavior."" Very recently, TH have been implicated
¡n adult neurogenesis,2*"28 but little is known on the
functional consequences of TH actions on prolifera-
tion of neuronal progenitors.
In Ihis pape?, we show that short-term adult-onset
hypothyroidism significantly reduces SGZ prolifera-
tive capacity and impairs dendrilic arborization of
immature neurons. In addition, hypothyroid animáis
display a depressive-like behavior. All these altera-
tions are reversed by chronic TH treatment. Our
findings suggest that in humans, the mood disorders
secondary to adult hypothyroidism could be related,
at least in part, to the impairment of hippocampal
proliferation. These results are relevant for the
handling of hypothyroid patients and. in particular,
to the design of clinical protocols that include TH
withdrawal.
Materials and methods
Animáis and treatments
Adult male Wislar rats were housed in temperature-
controlled animal quarters with automatic light/dark
cycles of 14/10 h, following European Communitv
guidelines and approval by the ethics committee of
our instítution. Thrt?e experimental groups were
analyzed: euthyroid [E), hypothyroid (H), and TH-
trealed, hypothyroid animáis (Recovery group, or R).
The studies were performed on postnatal day 95 (P95)
both in hypothyroid rats (P95H) and sham-operated
euthyroid controls (P95E). tn addition, a group of
hypothyroid rats was treated with TH from P95 to
lolecular Psychíatry
P120 (P120R) and compared with untreated hypothyr-
oid (P120H) and euthyroid controls "(P120E).
Hypothyroidism was induced in all cases at P75 by
surgical thyroidectomy. We followed a method used
through the years in our laboratory,2930 based on the
original procedure by Zarrow ef ai.31 but leaving the
parathyroids intact (see Supplementary data). Thyr-
uidectomized rats, both untreated and treated, were
fed a low iodine diet starting the day of surgery.21 Al
the time of killing, both P95 and P120 thyroidecto-
mized rats had greatly decreased T4 and T3 in serum
and liver (serum T4<l.lng/ml and T3<0.08ng/ml;
liver T4<2.1ng/g and T3<0.70ng/g), a significant
reduction in body weight [BW; P< 0.001), and a 66%
reduction of liver type 1 deiodinase (Di) mRNA
expression'* with respect to sham-operated controls.
TH treatment consisted in the administration of a
physiological combination of T4 and T3 in the
drinking water (0.18 ng T4/ml and 0.03 ¡ig T3/ml).
This procedure was based on previous data.33 The
solution was prepared daily in sterile 0.01% bovine
serum albumin and kept in the dark to avoid hormone
degradation. The hormonal concentraron in the
drinking water was calculated, on the basis of ñuid
intuke, to provide 2.4 ^g T4 and 0.4 ;<g T3 /100g BW/
day. TH treatment resulted in a significant increased
in BW and in serum and liver T4 and T3 (P< 0.001
versus P120H). Di mRNA was fourfold increased by
TH treatment. Thyroidal status affected neither brain
BÍze [not shown) ñor DG volume (in mm1, P95E = 0.75;
P95H = 0.B9; P120E = 0.90; Pl20H = 0.76; Pl20R =
0.80: P>0.05 in all cases) (see Supplementary
Figure 1).
To evalúate the acute effects of TH on the reversal of
depressive-like behavior, we analyzed two additional
groups of hypothyroid-treated animáis with their
corresponding E and H counterparts. One group
(P120I) received one single i.p. injection of 24 ^ g T4
plus 4/¡g T3 /100g BW, that is, 10-fold the daily dose
used for the recovery group under chronic treatment.
The hormone combination was administered to each
animal just after the training session of the Porsolt
swimming test (see below) and, therefore, 24 h before
the test. The second group (P120W) received the
hormone combination in the drinking water at the
same dosage as the chronic-treated (P120R) animáis
starting 24 h before the training. that is, 48 h before the
behavioral test session. To campare the results of both
conditions, the animáis of this group also received a
single injection of vehicle just after the training.
Similarly, the P120E and P120H counterparts for this
experiment also received the vehicle injection.
Rals were housed in groups of three animáis per
cage and were habituated to experimental handling
for several days before behavioral testing. The tests
were conducted between 0800 and 1330 hours. For
cell proliferation analysis, the animáis received 4 i.p.
injections spaced every 2h of 40mg/kg BW BrdU, an
S-phase marker thymidine analog, and they were
killed 24 h aftar the fírst injection.34 " Rals subjected
to behavioral testing received the BrdU injections 2
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days after concluding the tests so as to avoid stress-
induced influences on cell proliferation.3* For
imtnunohístochemistry, the rats were transcardially
perfused with 4% paraformaldehyde in 0.1 M PB and
the brains were serially sectioned on a vibratome at
50 ¿mi in the coronal plañe.
Hormonal determinations
On the day of killing, blood and livers were obtained
from evsry animal to measure T3 and T4 levéis
following previously established methods.3a Plasma
corticosterone was also measured using a RÍA kit
(Coat-A-Count, Diagnostics Products Corp., CA, USA;
.siMisitivity 5.9ng/ml).
¡mmunohistochemistry
Specific markers were used to analyze cellular
proliferation (mouse antibody axtti-BrdU, 1:100; Dako,
Carpintería, CA, USA; mouse anti-Ki67, 1:100; Novo-
castra Labs Ltd., Newcastln, UK). DCX expression
(goat polyclonal antibody anti-DCX, 1:200; Santa Cruz
Biotechnology Inc.. Santa Cruz, CA. USA) was used
as a marker of newly generated neurons ¡n the
SGZ.**41 Apoptosis was evaluated using a rabbit
polyclonal antibody anli-cleaved caspase-3 (1:500;
Cell Signaling. Beverly, MA, USA), and with the
TÚNEL assay (Apoptag apoptosis detection kit,
Chemicon, Temecula, CA, USA) following the man-
ufacturer's directions. Biotinylated secondary antibo-
dies (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) were
used al a 1:200 dilution. The immune signal was
developed using the Vectastain Élite ABC Kit (Vector
Laboratories) with 0.05% 3,3'-diamitiobijnzici¡ne tet-
rahydrochloride (Sigma, St Louis, MO, USA) and
H2O2 as peroxidase substratos. For fluorescent
immunohistochemistry, the biatinylated secondary
antibody was detected with streptavidin Alexa 488
(1:1000; Molecular Probes Inc.. Eugene, OR, USA)
and the sections were counterstained with DAPI
(lOOng/ml).
The immunohistochemical studies were performed
in three to five animáis of each experimental condi-
tion. It was previously estimated, in test experiments
using five animáis, that a mínimum sample size of
three animáis would be required to have homoge-
neous variance and achieve statisiicnl significance.
All samples from the same experiment were pro-
cessed simultaneously, thus minimizing staining
varíations within groups. The quantification was
performed by an experimenter blind to the code. A
modified versión of the fractionator principie42 was
followed. The immunopositive cells were counted on
six sections per animal that were systematícally
sampled in the dorsal extent of the DG (at -2.5 to
-4.5 from bregma). The whole cross-sectional área on
each section was studied, as was the whole section
depth. In order to avoid bias due to overcounting, the
labeled cells in the uppermost focal plañe (at x 40
magnification) were excluded. Positivo cells were
considered to be in the SGZ when they were directly
touching the SGZ or less than two cell bodies away. A
proliferative cluster was defined as any two or more
labeled nuclei within 25;mi of each other. The total
number of immunopositive celis and clusters per SGZ
was estimated by multiplying by 6 the number of
positive cells or clusters in each section. Counts were
performed directly from an óptica) microscope (Nikon
Élite, Nikon Corp., Tokyo, Japan) and a confocal
fluorescence microscope (Leica TCS SP2, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) for a better discri-
mination of cells within the clusters. The anatomy of
the SGZ was analyzed by Nissl staining in parallel
series. For the identification of brain structures, the
atlas of Paxinos and Watson was followed.43
Dentóte gyrus volumetric analysis
DG volumes were measured in the same sections used
for BrdU quantifications (counterstained for DAPI).
We used a fluorescent motorized Olympus micro-
scope with a digital camera and specific software for
the Cavalieri method (CAST, Olympus Corp., Tokyo,
Japan). The final data were obtained by unbiased
stereological methods.4*
Electron microscopy analysis
Rats were perfused with 2% paraformaldehyde and
2% glutaraldehyde in 0.1 M PB pH 7.4, postfixed for
24 h, and washed several times in 0.1 M PB. The
brains were sectioned on a vibratome. They were then
postfixed ¡n 2% osmium tetroxide in 0.1 M PB for
90min in darkness, dehydrated in ethanol, and
embedded in araldite (Durcupan; Fluka). Semithin
sections (1.5 ¿im] were cut with a diamond knife and
stained with 1% toluidine blue. Ultrathin (0.05 nm)
sections were cut with a diamond knife, stained with
lead citrate, and examined lindes a transmission
electrón microscope (JEOL-JEM1010 Peabody, MA,
USA). Three animáis of each condition were
analyzed.
Porsolt swimming test or forcea swímming test
We employed a previously described protocol"1* with
slight modifications. In a first experiment, we ana-
lyzed the behavior of P120E [n = 8), P120H (n = 9) and
P120R (n = 9) rats, and we performed a second study
using P120E (n = l l ) , P120H (n = 6), P1201 (rt = 8), and
P120W [n = 7) rats. Animáis were individually trained
for lOmin in a Plexiglás cylinder (60 cm
height x 25 cm diameter) filled with tap water
(23-25"C) up to a depth of 45 cm, so that the rat's
hind limbs could not reach the tank's floor. After
tTaining, animáis were removed and dried before
returning them to their home cages. This forced swim
is a mild stress. After 24 h, rats were placed back in
the cylinder for a 5-min swim test. Rat behavior was
recorded with a video camera located 80 cm above the
cylinder and swimming and floating times were
scored by an observer blind to rat's thyroidal status.
Swimming was defined by escape behaviors, that is,
diving, rigorous paddling with all four legs, circling
the tank, and clambering at the walls. Immobility was
scored as floating and treading water just enough to
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keep the nose above water. The immobility in this test
is considerad as a model of behavioral response to an
inescapable stress. The tank was kept as clean as
possible by changing the water following two 10-min
or four 5-min sessions and removing feces after each
session.
Object recognition task
This task, original ly developed by Ennaceur and
Delacour,4li is based on the tendency of rodents to
explore a novel object more than a familiar one.
P120E [ÍI = 8), P120H [n = 9), and P120R animáis
(n • 9) were used. Rats were individually habituated
to an open field box (in cm, 62 wide x 50 deep x 60
high) with sawdust covering the floor, for two
consecutive days. The experimenter scoring rat
behavior was blind to treatment. During training
sessions, two objects were positioned in two adjacent
corners, lOcm from the walls, and each animal was
allowed to explore for 5min. The times spent
exploring each object were hand scored using stop-
watches. At 24 h after the last training, one object was
replaced by a novel one and again the exploratory
behavior was analyzed during 5 min. After each
session, the objects were cleaned thoroughly with
0.1% acetic acid to elimínate odor cues, the feces
were removed, and the sawdust on the floor was
stirred after every phase to prevent specific odor from
iiíinaining in a specific location. Nove! and familiar
objects location was counterbalanced across animáis
during the training and test sessions to reduce
potential biases owing tn preforence for particular
locations or objects. Exploration of an object was
defined as rearing on the object as well as sniffing it at
a distance of less than 2 cm and/or touching it with
the nose. Successful recognition of the previously
explored sample object is reflected by preferential
exploration of the novel object."10 To analyze cognitive
performance, a discrimination index was caJculated
as the ratio of the dífference in time exploring the
novel and familiar object and the total time spent
exploring both objects, which made it possible to
adjust for any differences in total exploration time.
Statistical anaiysis
All results were expressed as mean±s.e.m. Signifi-
cance of results was accepted at P^O.05. Statistical
comparisons between groups and ages were per-
formed using SPSS statistical software (SPSS Inc.,
Chicago. IL. USA]. The Student's í-test was used for
two-group comparisons. For three-group comparisons
when one-way ANOVA indicated a significant effect
for group, post hoc Tukey's or DMS tests were used,
when appropriate. To analyze the distrihution of the
number of cells per proliferative cluster and the
different categories of clusters (two-cell clusters,
three-cell clusters, and so on], contingency tables
and nonparametric y} asymptotic tests were used,
respectively.
Results
Neurogenesis in the adult DG is influenced by thyroid
hormone status
The number of proliferating cells in the DG was
assessed by BrdU and Ki67 imiminohistochemis-
try."-47
As previously described,10 more than 90% of cells
labeled with BrdU or KÍ67 antibodies were found
tightly associated in discrete clusters along the SGZ
with a small proportion present as ¡solated cells. Few
labeled CAÚ\S were located in the granular and
molecular layers (data not shown}, TH deficiency for
20 days, that is, the P95H group, induced a significant
reduction of around 30% in the total number of cells
labeled with either antibody (Figure la). The number
of proliferative clusters was slightly tower ín H rats.
reaching statistical significance for the clusters
identified by the Ki67 antibody (Figure Ib). A similar
reduction in the number of proliferating cells was
observed in the P120H group (Figure le) with a
significant reduction in the number of ciusters
detected with eithsr antibody (Figure id). The
number of cells per cluster was independent of the
thyroidal status. Of major importance is the fact that
replacement treatment with TH, that is, the P120R
group, resultad in a statistically significant increasti in
both the total number of proliferating cells and
proliferative clusters, in some cases even above the
levéis of euthyroid control animáis (Figure 1 c and d).
To determino wheiher the generation and matura-
tion of the newly born neuroblasts and immature
neurons were also affected by adult hypothyroidism,
BrdU KI97 BnJU KJ67
i 1 Euthyroid E 3 HypothyrokJ i H i Recovwy
Figure 1 Proliferation analysis of the SGZ at P95 (a-b) and
P120 (c-d). Histograms show the total number of proliferat-
ing cells (a, c) and proliferative clusters (b, d) measured as
BrdU- and Ki67-labeled cells in the SGZ of the DG ín
euthyroid, hypothyroid, and recovery groups. Hypothyroid-
¡sm induced a reduction in the number of proliferating cells
and clusters, which can be reverted by TH replacemenl. Plot
bars show means + s.e.m. Significant difíarences as com-
pared to the E group are shown as *P<0.05 and as
comparad to the H group are shown as **P<0.01,
*"P< 0.001.
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we studied the number, distribution. and morphology
of cells expressing DCX. This cytoskeletal protein is
present in cytoplasm, neurites, and growth cones of
neuroblasts and young neurons in the adult neuro-
genic regions.11"
In P95E rats, the DCX-immunopositive (4-) cells
were aligned along the dorsal and ventral blades of
the SGZ [Figure 2b). In general, DCX -f cells had well
developed apical dendrites, in many cases running
from the soma to the lateral ventrícle. The majority of
DCX + cells had dendrites oriented vertically to the
molecular layer and only some of them had dendrites
running longitudinally (Figure 2c). Hypothyroidism
greally altered the population of DCX+ cells. Quan-
titative analysis of the total number of DCX + cells
showed a 35% reduction in P95H rats (Figure 2a)
clearly visible in panoramic views of the DG (Figure
2d). In hypothyroid rats, DCX + cells were not well
aligned in the SGZ. Moreover, the dendritic trees of
DCX + cells were highly altered in P95H rats (Figure
2e). The majority of the DCX + cells in H rats had a
hypoplastic dendritic shaft wilh thinner and shorter
dendrites, many of them running with random
trajectories that were not vertical to the molecular
layer.
Adult-onset hypothyroidism for 45 days also
induced a reduction in the number of newly gener-
ated cells (25% of DCX; Figure 2f, g and i) in the SGZ
of P120H rats as compared to euthyroid animáis. The
maturation of newly generated cells was also im-
paired in P120H rats. DCX+ cells showed a highly
hypoplastic dendritic shaft (Figure 2h and j), as
described above for P95H rats.
The reduced number of DCX + cells in hypothyToid
rats was increased by TH replacement even above the
level of euthyroid animáis (Figure 2f). TH treatment
also improved the dendritic tree morphology, as R rats
showed a weli-developed dendritic tree with abun-
dant ramifications, which were almost comparable to
those of euthyroid animáis (Figure 2h, j and 1).
Since a decrease in DG neurogenesis with age has
been previously described,34 we also analyzed the
proliferating and newly generated cells at P120
compared to P95 in euthyroid and hypothyroid rats;
we did not find a reduction with age in any of the
quantified BrdU, Ki67, or DCX -i- cells. Probably this
is because of the short period of time between the two
ages studied.
Despite the impairment of adult neurogenesis IB the
SGZ induced by TH deficiency, our analysis of Nissl-
stained and semithin sections did not show any gross
abnormalities in the anatomy of the DG of H rats and,
as stated above, there were no alterations in the
volume of granular layer. Electron microscopy and
semithin sections did not show increases in pyknotic
cells in the TH-deficient groups. TÚNEL staining and
cleaved caspase-3 immunohistochemistry confirmed
these results (P=0.09 and P= 0.156, respectively). In
addition, we did not find obvious ultrastructural
alterations in hypothyroid animáis' granular neurons,
except for the presence of nuclear invaginations of
unclear significance. Having studied ca. 400 saniples
of nuclear profiles of P95 and P120 rats, we found an
íncrease in the number of invagínated nuclei after 45
days of hypothyroidism (P120H rats). Nuclear inva-
ginations were found in about 50% of cells of the
granular layer of P120H rats, while the percentage in
P120E and P95 rats was only 10-15% (see Supple-
mentary Figure 2). More extensive studies, out of the
scape of the present work, would be required to
elucídate the meaning of these structural alterations.
Forceé swimming test in animáis with different thyroid
hormone status
An association between changes in the SGZ prolif-
erative capacity and a tendency towards depressive-
like behavior has recently been suggested by several
groups.4 5'4EI Since depressive disorders are often
manifestations of adult hypothyroidism, we carried
out the Porsolt or forced swimming test in P120 E, H,
and R rats. In this paradigm, rats forced to swim in a
situation from which they cannot escape, rapidly
become immobile, floating in an upright position and
making only small movements to keep their heads
above the water. Depression-like behavior was
inferred from increases in the time spent immobile
during the test."15
During the training session, all groups showed a
similar ñotation time [F-,-¿l-2.061; P= 0.153) discard-
ing any possible starting reactivity differences
between groups (Figure 3a). One-way ANOVA for
floating behavior during the Porsolt test indicated a
significant effect for group type (F22i =25,881;
P< 0.001). Post hoc analyses indicated that hypothyr-
oidism significanlly increased the duration of
immobility in rats (Pl20E = 117.6s; Pl20H=188.7 s;
P<0.001; Figure 3a), an effect that was reversed by
the hormonal treatment (Pl20R= 138.5s, P<0.001
versus H rats; P= 0.112 versus E rats; Figure 3a].
Culi proliferation and behavior were studied in the
same animáis. Therefore, we could corroíate both sets
of data to evalúate a possible relationship between
them. The comparison between ñotation time during
the test session and the number of BrdU + cells in
rats with different thyroidal statuses displayed an
inverse relation between both phenomena (Figure 3b).
We also determined the levéis of serum corticoster-
one in animáis with different TH statuses at P120.
Hypothyroidism significantly reduced and hormonal
treatment increased serum corticosterone levéis as
compared with euthyroid levéis (P120E=406±60;
P12OH=219±5O, P<0.05 versus E rats; Pl20R =
606±27, P<0.01 versusH rats; P<0.05 versusE rats).
To evalúate the possibility that TH may acutely
affect the depressive-like behavior through direct
pathways not related to neurogenesis, we studied
the effects of acutely administered TH on behavior.
To this goal, additional forced swimming tests were
performed using P120E, P120H, and two groups of
TH-treated animáis receiving: (i) a single injection of
TH immediately after training and 24 h before the test
(P120I), or (ii) TH replacement in the drinking water
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Figure 2 Analysis of the generation and rnaturation of neuroblasts in the SGZ of P95 (a-e) and P120 (F-l) animáis, (a) and (f)
show histograms with the total number of DCX 4- celts of P95 and P120 rats, respectively, in euthyroid, hypothyroid, and
recovery groups. (b-e) and (g-l) show panoramic views and insets of DCX immunohistochemistry in P95E (b-c), P95H (d-«),
P120E (g-h), P120H (I-¡). and P120R (k-1) animáis. Remarkable lower number of labeled cells with a poorly deveiúpad
dendritic shaft with fewer, shorter, and less ramifications was found in hypothyroid groups (arrows) as compared with the
dendritíc shafts in eulhyroid and recovery groups (arrowheads). Ptot bars show means+s.e.m. Signiñcant differences as
compared with the E group are shown as *P<0.05, **P<0.01 and as compared with H group is shown as ""* P<0.001. Scale
bars, 250 pm in panoramic views and 50¿im in insets. SGZ, subgranuiar zone. GL, granular layer. Mol, molecular layer.
starting 48 h before the test session (P120W; see
Materials and methods for details). Again no differ-
ences were found between any of the experimental
groups during the training session {F2.2i = 0.774,
P-0.518; Figure 4). The results of this expsriment
showed that both P120I and P120W, short-term
treated rats, behave similar]y to P120H animáis
showing no differences in flotation time
(P12OE=123.O±8.5; P120H= 166.8 + 10.8; Pl20l =
lolecular Psychiatry
172.5± 16.8; Pl20W = 165.0±6.8; in all groups,
P< 0.05 versus E). These results fuxther strengthen
the relation between neurogenesis and behavior.
Preserved memory in the novel object recognition task
after short-term hypothyroidism
To evalúate whether the decrease in hippocampal
neurogenesis may compromise hippocampus-depen-
dent memory, we used the novel object recognition
Thyroid hormones: adult neurogenesís and depression
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Figure 3 Behavior of euthyroid, hypoihyroid, and recovery
groups in tht> forced swimming test, (a) All the experimental
groups presentad similar flotation timo in the training
session. However, in the forcod swimming test performed
24 h after training. there was an increase in the flotiition
time in H animáis, which was recovered after chronic TH
replacement. (b) Comparison between the flotation time
during the test session and the number of proliferaling cells
(BrdU-)-) analyzed in tho same animáis, There is an inversa
rclationship botweeu both sots of data. Plot bars shnw
means±s.e.m. Significan! differences as compeled with the
E group are shown as ***P< 0.001 and as compared with
the H group are shown as *"p< 0.001.
task,40 a test that measures visual recognition
memory, a form of declarative memory.so We used
two different objects during the sample phase,
and a long retention delay, a procedure that most
probably would increase the demand of tho
oippocampuB,11
During training, none of the groups showed
preference for any of the initial objects, that is, the
three groups explored both initial objects during a
similar period oftime [?2-¿, = QA7; P=0.85; Figure 5),
and there was no locomotiva or exploratory
impairment in hypothyroid rats (data not shown). At
the retention test 1 day later, E, H, and R rats
exhibited a strong preference towards exploring
the novel object, as índicated by a discrimination
índex significantly different from chance level (50%)
(P12OE = 65.3%. ^=10.1, P<0.001; Pl20H = 67.3%,
ía=7.02, P<0,001; P12OR = 61.8%. Í8 = 2.2, P<0.05;
Figure 5), but no intergroup differences were
found [FJ . J^O.52 ; P=0.60; Figure 5). These
fjndings indícate thal the three groups of rats did
express retention of the familiar object. Thus, the
impairment in hippocampal neurogenesis induced
by adult-onset hypothyroidism of this short
duration does not alter visual recognition memory
on this task.
E H I W
Training
H I W
Tesl
Figure 4 Behavior of euthyroid (E), hypothyroid (H) and
acute TH-treated animáis (I and W) in the forced swimming
test. The increaso ¡n the flotation tima in H animáis was not
recovered after two different acute TH administraron
protocols. Plot bars show means + s.e.m. Significan! differ-
ences as compared with the E group are shown as *P<0,05
and **P<0.01.
¿5 o Training Teat
Euthyroid wr*m Hypothyroid I ^ M Recovery
Figure 5 Behavior of euthyroid, hypothyroid. and recovery
groups in the object recognition task. No differencGs in
exploratory preference were found between groups neither
in thu training ñor in the test session. Plot bars show
means±s,e.m. The dashed line representa equal exploration
of the novel and familiar objects [50%).
Discussion
The most relevant finding of this work is that TH are
needed for the proper acquisition of new granular
neurons at adult stages. Our in vivo studies clearly
show that adult-onset hypothyroidism, aven for a
short period oftime, impairs hippocampal prolifera-
tive capacity and suggest a relationship with a
depressive-Iike behavior. The fact that TH replace-
ment reverses the changes in cellular proliferation
and maturation in the SGZ, and the abnorma]
behavior in the same animáis and for the same period
of time stroagly supports this relation.
To measure cell proliferation in the SGZ, we used
two markers, with good agreement between them.
BrdU is incorporated during the S-phase of the cell
cycle, which in proliferating cells of the SGZ lasts
around 8 h, and the entire cell cycle 25 h.S2 Using this
protocol, BrdU + cells would therefore represent cells
that had entered S-phase and will still be cycling
within the 24-h period between the first BrdU
injection and the killing of the animáis. Only a small
proportion of postmitotic cells would also be labeled.
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This agrees with the finding of more than 90% of the
labeled cells in proliferative chisters, and the siini-
larity in the distribution of cells expressing KÍ67.
which labels proliferating cells in any phase of the
cell cycle," Adult-onset hypothyroidism mduced a
reduction in the number of proliferating cells and
proliferative clusters in the SGZ as soon as 20 days
after thyroidectomy, the first period studied, and also
1 month later. Wn observed the same reduction in
newborn neuroblasts. The results indícate that pro
liferation in the SGZ is very sensitiva to TH. The
agreement between the BrdU and Ki67 data indícate
that the reduction in BrdU+ cells in H rats was not
because of restriction of BrdU transfer across the
blood-brain barrier. Other in vivo studies show that
TH could reverse impaired híppocampal neurogen-
esis during development" and in the adult SVZ.2B
Lemkine et a].26 found that TH influence precursor
cell proliferation in the SVZ, using Ki67 and
phosphorylated historie H3 as proliferation markers.
The effect was not observed when BrdU incorporation
was used, which led the authors to propose that
hypothyroidism increased the number of progenitors
in the resting state in the SVZ. Uchida et a¡.M also
found that TH increased cell proliferation in the
hippocampus of hypothyroid mice. In contrast,
Desouza et al." and Ambrogini ef a/.2" found no
ctiecl of TH on cell proliferation as measured by BrdU
incorporation. The reasons for these discrepancies are
not apparent to us, but may reside in different BrdU
uptake protocols or to the use of goitrogens to induce
hypothyroidism.
TH treatment of hypothyroid rats increased the
number of proliferating cells and proliferative
clusters, even above euthyroid valúes. This suggests
a compensatory mechanism of prompt recovery of
normal neurogenesis after damage. To our knowledge,
this is the first description of variations in the number
of proliferative clusters in the SGZ owing to a
modulatory neurogenesis mechanism. A compensa-
tory burst in cell proliferation also occurs ftftal
alcohol abstinence.54 In addition, ihe damaged SVZ
subsequent to antimitotic exposure is capable of
completely regenerating itself from stem cells after
10 days of antimitotic withdrawal.55 It is possible that
cell proliferation in the SGZ of hypothyroid animáis
becomes more sensitive to TH treatment, so that
even slightly increased TH levéis in the treated
animáis could result in a significant upregulation of
proliferation.
In the SGZ, the majnrity of the proliferating cells
will differentiah; intn neurons.•"' Therefore, the
observed reduction ín proliferating cells after TH
withdrawal woutd be expected to result in a lower
number of committed newborn neuroblasts. This was
confirmed with the analysis of DCX + cells, which
showed thal the populaüon of early generated
neuroblasts and immature neurons was reduced in
hypothyroid animáis and these cells were, in addi-
tion, severely damaged. The effect of TH deficiency
on the DCX population most probably reflects an
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impaired generation of neuronal progenitors since it
was similar to that on proliferation, whether hormone
insufficiency was maintained for 20 or 45 days, In
contrast to other studies,3Ta* we did not observe
changes in cell survival in the different experimental
situations, as assessed by three different methods;
number of pyknotic nuclei, TÚNEL staining, and
cleaved caspase-3-immunopositive cells. Therefore,
selective apoptosis can be discarded in our studies. In
addition to increasing precursor cell proliferation, TH
replacement also induced an increase in the number
of DCX + cells above euthyroid levéis.
TH treatment also influenced the maturation of
nowly generated cells altering their neuñte out-
growth. In euthyroid animáis, the dendrites of DCX +
cells reached the molecular layer, and even crossed
this layer into the ventricular zone. The functional
significance of these long dendrites is unknown but
could be relevant for terminal differentiation and
functional integration, similar to the requirement of
new neurons to extend dendrites and axons to form
synapses during development.*a DCX expression
could be related to microtubule reorganizaron and
cellular processes outgrowth. The effect of TH on
neurite extensión in the SGZ agrees with previous
findings on the role of TH on cytoskeletal assembly
and stability.57 Other studies indícate that adult-onset
hypothyroidism recreases neurite extensión and
spines of neocortical neurons that is partially reverted
after 25 days of T4 treatment.58 The recovery in the
number and neurite outgrowth of DCX + cells could
be due to the addition of newly generated cells or to
an improvement of the dendritic shaft of damaged
cells. We think that probably both processes could be
implicated, based in the increase in cellular prolifera-
tion shown here and in classical studies on the effects
of TH on dendritic development in the adult.58 The
fact that TH replacement is not only capable of
promoting cellular proliferation but also differentia-
tion of newborn neuroblasts indicates that TH may
well be important factors for the induction of
neuronal turnover.
We examined the possibility that short-term hy-
pothyroidism could influence neurogenesis by affect-
ing circulating levéis of glucocorticoids, stress-related
hormones that have been consistently found to affect
the number of newborn cells in the DG.59SO Plasma
corticosterone was lower in hypothyroid rats than in
euthyroid and TH-treated rats, in agreement with
previous studies.61 Since high levéis of glucocorti-
coids inhibit neurogenesis, it is unlikely that the
effects of TH are exerted by changes in corticosterone
levéis. Moreover, this relationship between thyroidal
status and corticosterone levéis also discards the
possibility that the increased floating behavior ob-
served in hypothyroid rats could have been induced
by differences in adrenal function, since low levéis of
glucocorticoids are associated with reduced immobi-
lity in the forced swimming test and vice versa."
In parallel to recovering the impaired progenitor
cells' proliferation, TH replacement also induced a
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behaviorai response as in other situations of adult
hippocampal proliferation activation.'ls'!B The results
indícate that adult-onset hypothyroidism induces a
selectíve, reversible behavioral alteration character-
ized as a depressive-like state. Although depression
should be considerad within the general context
of structural plasticity, accumulating experimental
evidence ind ¡cates that psychiatric disturbances,
including dementias and major depression. are
closely related to neurogenesis in the adult DG. Thus,
chronic antidepressant treatment increases prolifera-
tion in the DG35 and the efficacy of antidepressant
treatment depends on stimulation of precursor
proliferation in the hippocampus.'1 Therefore, we
studied the relation between the effects of TH on
proliferation with behavior. Using the forced
swimming test, which is the best characterized and
most widely used test for assessing alterations in
depressive-like behavior in rodents,"3 M we found that
hypothyroid rats displayed a depressive-like behavior
as compared to euthyroid animáis. In a previous
study." severe hypothyroidism was also found to
increase immobility in Üie forced swimming para-
digm compared to euthyroid rats, an effect that was
prevented by high doses of T4. In other studies, rat
strain differences in thyroidal status seem to explain
different behavior in the forced swimming test,56 and
TH treatment ameliorates the cognitive and mood
impairrnents caused by alcohol exposure."7 In our
present study, chronic TH treatment restored the
depressive-like behavior in parallel with normaliza-
tion of proliferation in the hippocampus. The fact that
acule TH administration, during a time likely not to
have an effect on neurogenesis, failed to normalize
behavior, further strengthen the relation between
neurogenesis and behavior after chronic TH treat-
ment. In humans, alterations of thyroid function are
associated with psychiatric disturbances, especially
depressed mood, reversible with substitution ther-
apy.2B8 TH treatment is also beneficial in bipolar
disorders resistant to other forms of treatment.6"'70
Concerning cognilive functioning, there was no
difference among the experimental groups in the
long-term object recognition memory. A recent
study71 found that treatment with the antimitotic
agent methylazoxymethanol acétate reduces neuro-
genesis in Utfl hippocampus up to 65% and prevents
the long-term memory improvement induced by
environmenlal enrichment, as measured in this object
recognition task. Therefore, it seems reasonable to
speculate that new granule neurons do particípate in
this type of memory. In our study, however,
adult-onset hypothyroidism reduced neurogenesis
around 30% in the DG, an effect that may not be
enough to significantly affect long-term recognition
memory. Future experiments will be performed ín
order to address this issue.
In conclusión, our results indícate that TH mark-
edly influence adull hippocampal neurogenesis,
underlying the role of a proper TH status in
hippocampal function. In humans, mood disorders
due to adult hypothyroidism could be related, at least
in part, to the impairment of neurogenesis. We do not
know whether this could lead to permanent damage
but, among its possible clinical implications, our
observations should be taken into account in Lhe
evaluation of clinical protocols that include TH
withdrawal, periodically for several weeks, in patient
preparation for '31I-scanning after thyroidectomy.
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Divergent Expression of Type 2 Deiodinase and the
Putative Thyroxine-Binding Protein p29, in Rat Brain,
Suggests that They Are Functionally Unrelated Proteins
ANA MONTERO-PEDRAZUELA, JUAN BERNAL, AND ANA GUADAÑO-FERRAZ
Instituto dé Inoestigctcioneí Biomédica» "Alberto Sois," Consejo Superior de Investigaciones Cientificas-UnLversidad
Autónoma de Madrid, 28029 Madrid. Spain
Deiodinases (DI, IY¿. and D3) aro xelenoproteins involvcd in
thyroid hormón? melaholism. QwMCflttoa of the active hor-
mone 'r:), from T4, is rarried nut by DI and D2, whereas l)¡t
degrades Imlh l o n u a M The idt-ntity uf the cloned D2 as a
HL'li'uoprotcin is well lUppOTied by biochemícal und physio-
logiciil da ta . How*V«r, an ¡iltri'n¡iti\ e I ir", has proposi 'd ili.it
l> ((!• '1 ( l i iodinasf i s a nonselpnoprotej i i l u m p k x t o n t u i n i n g •
inii :ii i w T, l i inding subuni t rullt-d p2i>. wi th an a lmost iden-
títy in seqúense with ihr DUskkopf protein Ukk3.
To explore ÍI possible functional relalionship iMlweOU p2í*
und D3, ore linvi- compared thcir mHNA expression pnUcrns in
the rat brain. In brain, pnrcnchyma p29 was expressed in
in'iiriiiiv. Hijfh cxpr«ssion k-vel« wcre found in all the regions
<»f the blood-fiTcbrospinal fluid (C8D hari-icr. p29 was
present in different types of cells than D2, with the exception
of the tanycytes. Üur data do not üupport that p29 has 11 func-
tkmal relationship with D2. Ün the other hand, expression of
p'2í) in thu Uood-CSOP buri'iri- HUggusts that it might be in volved
in T,, transport to and from I be t'SF, but further ütudieK aro
nceded to substantiatc this hypothesis. {Endocrinalogy 144:
1045-1052, 2003)
DEIODÍNASES ARE \ i AMILY OÍ seienoproteins ¡n-volved in thyroid horrrtone (TH) metabolism and,
spedficaQ) ia generaron oí T, from T4 and degradation oí
¡odothyroninos [te\ íewed l1^ BiaiHXJ tí <ü., 2002 (1); Leonard
and KÍiht-k'. 2000 (2); Kóhrle, 1999 (3); and Leonarci and
i. [986 (4)J. Three deiodJnases ha> e been ídentified and
. d (5-7) and are known as type 1 iUl), type 2 (D2),
and type 3 (D3) deíodinases, Generation oí tbe active hor-
mont.' I | frotn I, in targel tissues is performed by Di and I >2.
In todents, Di and D2 have siodlai contributions todreu-
latíng Tj. D2 te additionally invohred in the íntncellular
genenition oí T3 in target tíssnes such JS brain, pituitaiy and
btown adipose tissue. In humans, U2 is also expressed in
skeletnl Oiuscle and may abo contribute to circulating T% (8).
Degradatinn of T4 and T^ to reverse T3 and 3,3'diiodothy-
ronino, respectively, i1- carried out by DI and D3 (9).
Deiodinases -.i!v selenoproteins, which contnin the rare
amino add seknocysteine. rhe seíenoproteiri mRNAs con-
tain B bifunctknutl ÜGA codotí thol signáis eíther the usual
.•[i, or the amino add selenocysteine. For the latter
function, it needs Se and a special sequence In the 3'-
untr.insl.ilcd región called the selenocysteine insertion se-
quenoe dement The sdenopíotein nature of Di and D3 tus
not been a mattez oí d ¡scuísíon (7,10,11). Conceming D2, the
Identification of a selenocysteine insertion seijuence element
in the human D2 (12), robus! biochemical data (13), and
result- IHMII knockoui animáis 114) solidly support the iden-
tity of the cloned D2 as a physiok>j;ical selenoprotein with D2
activity. Despite this, an altematíve \ iew has ptoposed that
D2 is o nonselenoprotein, multiprotein complex of about 200
s: CSF, CocbfOSpfaial íluid; D1-D3, deiodínases types
1-3; Dkk, Dfckki ' klXi protebv n i . (hyroid hormone; UTP,
uridine triphnsph.no.
kDa consistíng of catalytic and Tj-binding subunits (15,16).
Furthermore, the ckmed D2 mRNA would not encode the
physiological enzyme. Reasons to support these views in-
clude a lack of effect of Se deficieney on D2 activity (17-19),
the lew inhibition ot typf 2 deiodinase activity by gold in
contrast with other selenoprotdns (20), and the failure to
detect any protein with antibodies gencrated from the con-
ceptual translotion oí Itw doned D2 cDNA (21). Along thts
oning, a putative T4-blndlng subunit Ídentified hy affin-
ity labeling as a 29-kDa protein (p29) was recently cloned
from rat (22). The cDNA enooding p29 hafl .i high degree of
similartty to members of the Dickkopf (Dkk-1-4) family of
secreted glycoproteins involved in regulation of dorsoven-
tral patterning during embryonic development (23, 24). In
particular, rat p2Sf has 87% similarity at the nucleotide level
ivith mouse Dkk-3, a protein vvith tumor suppressor activity
(25) expressed al higher levéis in heart, brain íind spinal cord
(23). D¿ta Bupporting a role for p29 inTH metabolism includc
the enh.incement of D2 activity when transfected to cultiired
astrocytes (22).
Expression of D2 is particularly important in the brain
given the developmental effecta of TH and the fact that most
T3 present in biain is formed locallv from T4 because of D2
activity (26). Expression and activity 0< D2 in brain are reg-
ulated by TH concentzations such that they increase in hy-
pothyroidism and decrease in hyperth\roidism as a com-
pensatory tnechanisni to maintain normal T-, concentrations
(27-31). D2 is expressed predominantly in astrocytes and, in
much higher amounts, in the tanycytes lining the walls of the
third ventride (32, 33). Expression of D2 mRNA correlates
with deiodinase activity measured in punches from different
brain regions (34). We reasoned that, if there is any functional
relationship berween p29 as a putative T4-binding subunit of
104.5
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a déiodinase multiproteineomplex and D2, the expression of
both molecular species would show a laxge degreeof overlap
among regJOTis and cell typea of brain tisaue. To this end, we
havesimultaneously analyzed thedJstributianofp29and D2
mRNAsby ¿wsifti hybridizatíon, Our results indícatethátp29
¡9 expressed in differcnl types of cellí> than D2, vvith \hv
notable exception of the tanycytes. p29 is expreseed with a
neurona 1-1 i k1 distributíon and is also luund in celia ol thi>
hlood-CSF barrter Our d.ita do not support that p2^ has a
functional relationship with D2, bütopen the posiibility that
it may he involved in T., transport to and from the CSF
contributiny: to 1 , ítvaÜabiUty vvithin the brain.
Materials and Methods
Animáis and treatments
Male Wistar rat» 16 and 60 d oW (Pié <md rwij were used in (hese
studies. I" «ddjtíon, hypothyrold mate Wistíir Plf> rats wert- gsvd. To
induce hypothyroidism, prtgnaní J jms were given 0.02"" 2*tn£rcApíO-
I awBxytimidazole iSi^ma, St. Louis, MO) and 1% radium perehlorate
in the drinklng water ad lHñtum from gestational ti 1U and througiioul
lactatton untü i lio neonatos were killod at P16. Fhls prota •
severe bypotfiyroidisni as shown by tedueed growth rate and targe
decreases of T, and T concentratkms in senua and cerebral i
Animáis wt_-re under temperaturc (22 ± 2 C) and lighl (12-li tíghl, 12-h
darkt- . cm at 0700 h) cocrtrolkd conditions and had free »ce«3
••i food .nui w.iicr. Animal can procedures wcre oonducted in accor-
dance witti the guidelines sei bj Uve European Community Council
Directivt's (86/609/EEC).
Tissue processing
were wwstheti2ed by ip kíjection of <i mixture tul K^tiiniinc (4
mg/ lim i; bodj weight) .ni.i Metedomidine(15 ni^ '100g body wei
and tliu anímala were petfused transcsrdkllj wÍBi Bxattve [4% para-
i.i.'iivili ni o.i M phosphal« IHIKIT. pi! 7.41. Braimwere remoi ed,
post Rxed in thf Mtme solutíon ovemight, and cryopratoctL'd .it 4 C for
2-3 d in the paraformaldehyd* solutiotn containing 30% sucrose. They
were Bien inven in dry ice ond Corona] BéCtíOns 2S »tm thfck wete
ohLiniL'il ni .i cryostat, The secttons were stored at -70 C it\ a cryopro-
tt-ctive solution containing í0% ethyienglycol, 30% glywrol, and 40%
0.1 M phosphat« i f Í
RNA probé»
\ Bpedík p29 probé (nudeottáea ¡172-1499, 327 bpj g
based on the ptdjíished ral i DNA sequence (accession iw. AP245U40)
nd Úte DN \ témplate ¡solated by RT-PCR. Tota) cerebral corten
. M3 isolntud from I' In rata using TRIzol reagent(L¡fe Tecluuilogies,
Inc.) íitTording lo tht> manufachuer's instructions. The cDNA wos oh-
I with tlii1 cDNA synthesia kil (Amereham Phannada Biotech,
BuddnghAmshire; UK), The following primera were used loamplify thf
pedfic sequences fcrward (1172-1141), 5'-CTTGA CAAGG TA-
CAG TCCAC-3'; rever» (1*80-1499); ñ'-CAGGA GCTAT GCTGC
G-3J. Tlu- í'CR pradi* loned ín tlu1 pGH.M-T easy vector
(Promega Cnrp., Madison, Wli. Tiu- Benae (SPti RNA polymerase) and
antisense Í T T K N A p> ilymerase) rftioprobeí foriflsiíuhybridiaitionwierc
synthosized in the presenceoí ' 'S-undínu triphosphate(UTP)
Science Products) or ti LTTP I Roche Molecular Biuchemicals,
Vl.innlifini, Gfrmany) by in viím tr.mücription.
In addition to íhc above probé, hvo ner uligonucieotides,
1) 5'-CGAGC TAAAA CACTG GGCAC TGGGG CAGTA ATGTG TG-
GAA GGCCA CAAGAG-3'; .in.1 2i ^  -CCTGC CACGC CTGTC TTTCT
TTCCT AAGCC AGAGA ACTCG GGCAG CTGGA-3', from tht-
 P24
sequence wrrv u^\í iis probes in in >••'" hybridization (.'vp^riments. Thf
ofigonueleotides wex labeled with lflS-«-dcüxy-ATI' (Dupont, Wil-
mmston, DE) and terminal rransíerase (Roche MolecuLir Biochemicals).
an&enae rlbopri ynlhesized wift SP6 RNA
in the ptetonce OÍ 1!iS-UTP {Dupont) using a 366-bp
DNA templatü spanning nucleotides 535-901 (32) from the rat D2cDNA
sequence (5).
Northern blat analysis
The specificity of the prt>bes was tested by Northem hlut analysis with
total KNA from ccrcbcllum and Cerebra] cortex Frum P16 r¿its isoUted as
above. Northern btots were prc-pared using nyiun membranes (Nytran,
S..hl.-i. : noli, Inc., Kt'L'iif, MI). Ton microRroms of tota! RNA
were fractiunated on rotraaldehyde-ag^rose gas and traneférrecl tu the
filters usin^ standaxd techniques (36), The cDNA radioactive probes
wrw labeled with the kit redlprime II (Amersham Pharmacia Biotech)
usinp • CTP. The filter ivas hybridized wfth Ihe sarnt probé
used in thf m litu hybridaaüon analysis (327-bp probé spanning nu-
deotides 1172-1499 man the rat p2*J cDNA). As contro! Cor theamount
.ind irrtegrity of the 1ÍNA present on the filters, bioÉs were stained in
0,02% muthylem; bkif salution in 0,3 M sodium acétate and then hy-
bridized vvith ¿i pwbe gtwdfk Cor Ihc housekeeping gene glyceralde
hyde-3-plinsphate deliyctrcigfnaite.
¡II situ hybridization with radioactive probes
Ihe deteCÜOO Of p29 and D2 mRNAs with ^S-labdfd riboprobes was
performííd on free-floating secttons accordinp lo protocola previousl}1
descríbed in detaü 07, 38), Uricfly, the sections were prctreated in
diíferent sotutíons for 10 min at rooin (emperalure each: permeabíhzoi.1
WithO. 1% Tritón X-lllH líi PBS,dfprott'ini^c'd with 0.2 N HCl,act'tylatfd
with 0,25% acetic anhydritie in 0.1 M tfíethanolsmine buífer (pH 8.0),
postfixed m Rxative, and washed in PBS, Prehybridiration was per-
fonmed at 55 C tur 3-S h, in a snlution containing 50'".. fornumide, 10%
dextransulfate,5X Denhardfssoiution,ü£lnNaCl.allmM DTT.0.01 M
I-DTA, 11.02 M l,4-pipera7Ínildi<.'th.i]H"iulf(>nicacid(pH6.8),0.2"!,sodium
dodecyl sulfate, 25(1 nfí/nil salmón sperm DNA, and 250 fig/ml yeasl
tRNA. HVbndizatkm waí perfbnned in this solution at 55 C for 16 h,
with the r"S-lat>e1t'd riboprobe at 1.6 x 107 cpm/mL Bxcess probé was
removed with 2.< saKne sodium dtrate (SSC; l x SSC ¡s 0.015 M NaCI,
0.0015 M hia átnte) contaiiúng 10 nos p-mercaptoethanoJ at tocan (em-
perature tor 3i) min, followed by tacubatior wiHi 4 i¿$/Tn\ ribonuclease
A in 0.5 M NaCI, 0.05 M EDTA.O.US M Tris-HCI (pH 7S¡ at 37 C fot I h.
Stringency Wietiet were carried out in 0.5x SÍJC,50"'<> furmamidc, 10 mil
^-mercíiplat-thanol at ñ=¡ C lor 2 h, and then in 0.1 K SSC, lü HIM jB-mer-
captoethaned at 68 C for 1 h.
To detect p29 mRNA with oitgonucíeotide prnbes, tho Free-fioi
sections wew anry act'iylated, postfixed, and hybridized fot 20 h al 42
C with >r'S-l,ihcli:-il 0Ügonucleotide8»t2 x 10"cpin/ml,Ex«ss probé was
removed with l x SSC. Stringenc) w&sbes were cariied out in l x SSC
al 42 C and 0.1 x SSC at room temperature.
In situ hybridization histochemistry and
immunohi titoch i' mistry
To analyze the col I types that express p29 mRNA, a combina! ion ot
in íilu hybridization histt>chemístry and immunohistochemisíry was
performod En tlie same tissuy section, using a doubk'-labdin¡; tcmniquc
previously described (39). Britfly, after hybridization and washes, the
free-floaring sections were íncubated Bequentially wifli the primary an-
ribody ovemight at 4 C, then with a biotinylatod secondary antibody
(1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 1 h at -1 C and finally
processed by ihe avklin-biotin-peroxidase method using the Vectastain
Élite ABC Kit (Vector Laboratodes, PK-dlí)0) with 0.05% 3,3'-diamino-
benzidine tBtraliydrochloridu {Sigma, D-5905) nnd H ; O : as peJoxl
substrates. Ontítting the primary antíbody resulted in negligiblf color
J H L'lnpment The antibodíes used vseiL- a polyclonal antibody against
glid fibnllary acidit protfin (1/2000; Dakopatta, M-0725] In deted a»
trcKytíss; a mouse monoclonal antibody anüparvalbumin (1/1000;
Sigma, C-8666) and a mouse monoclunal antibody anticalbindin (1 /
4000; Sigma, C-9848) t« localize subsets of interneurons.
Double in situ hybridization with Hboprobes
Por Cfllular ct)loc.ilization sludies, the free-flcwfinj; sections were
processed as described above but hybridizt'd with both the p29-specific
digoxigenin-labcled riboprobe at 200 ng /ml and the D2-spccif¡c "S*
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riboprotw iit 1,6 •' m cpei/ml After i m n l malíes with
PBS, thi1 KctfaaM hybridi/ed vvith tlijxovif'iínm-l.iK'lt.'d riNíprobo
prebicubated «vith blocking mlution, incub.itvd with antídi
gentn alfcaüne phosph • I antibody 115000, Rocha) fon 2 h
and áevdoped wtth 4-nitióbluí tetras irom&4-chlofo-3
d l l i ' i i . .•• •.lu-i totlowfng tU- iii . iniifactuRM's íttttructkms.
Final pncewtng
ln til cases, liii-1 Eectkxu were mounted un ooated iüáa, dchydrated,
.íir-vtncJ. .inii expescd to Kodak Bioona* MS film (Eastman Kodak,
Rochester, N \ > fot 6-12 d far p29 expression analysls and Cor 3 wk far
I.MIIV,III/.IIUIM studtes, Forcellular mohiltoft, the sectioru were dipped
in ) typercoti! M l photographii emulsión (Amersham Phanrada Bio-
u-dn. exposed f i bi the cold, devdoped uitli DI9. Bxed,
Irated, and coverslípped When only in mu hybridizatíon was
perfortned, the sections were ctntntcrstained with Rlchardaon's btue.
Cytoarchitecttwic analysia
B*e atitoradiograpluc films were gcanned in .i Nikon Coobcan II slide
. • solution al i^*»11 p¡\fK/inch
and printed < tptíoi observationsand phcrfog remadetnaZeiss
Axiophol mlcroscope (Car) Zeiss, Obérkochen, Cermanj | and a MiUm
i i [I1H- F o r t h e u l i ' n l i l n . i ( m n u t b r . n n B t T U C t u r e s , t l l u i i t l , ! >
• •• r, • M w a s followntd (40),
Resolta
Regional dittribution ofp29 mRNA
I Kgnesuan of p29 in ni brain i r a analyzed t>y in situ
hybridlzatioti using a 327-nucleotide riboprobe synthesized
from ¿i DNA témplate encompassing nudeotides 1172-1499
from the pubüshed cDNA gequatce. The probé hybridized
to a 3.5-kb mRNA in Norlliern blots of cerebral cortex and
cerébellum (Fig. 1A). Leonard el ni. (22) reported a similar
JIRNA ¡n astrocytea fbe diatríbutíor oí p29 mRNA in
brain si icos obtained with this probé was idéntica] to that
using the oligonudeotkie probea from other regloíw of time
cDNA as described ln the previous section (not íhown). The
data reported below were obtained itsórtg the 327-nucleotide
riboprubi' \ Bense probé gave no si^nal (Fig. IB).
p¿y expression was anal) zed in braina oí euthyroid (Fig.
l,Cl-C6)andhypothyroid(Fig. L,Dl-D6)ratsofiP16,uiage
when D2expressionandactivit\ arehigjiest in thebraifl (411.
Further nnnlysisusing P6Úeuthyroid rats showed essentinllv
the same pattern as on PW (not shown) Briefly, highest p29
expresión ivas Found in (he hippocampus, tíve twocorteXj
and the epithehjil íining of tlu- ventricles. p29 mRNA WM
also abundan! in the tfioroid plexuses and the Ieptomenin-
ges.Lowerlevéis were (bund ln tlie cerébellum and ¡n severa)
thalamic nudei related to the reticular formatkxi. Whifee mat-
ter areaSj tuch as theoorpus callosuin, wete not labeled. The
caudate and the olfactory bulb were almost devoid of p29
mRNA.
Looking .)t p29 expression in more detail, we found that
in the cerebral cortex, p29 was naairüy expressed in archicor-
tex ihippowimpus) and neocortex buthardly in pakocorte*
(olía tex), ln the hippocampus, there was an ex-
tn'inety high signa! in theCA3 and CA4 regionsof Ammnn's
horn, wheceas CAÍ and dentate gyrus were moderately la-
beled (Fig. 1, C4). Expression in the neocurtex took place in
all Inyers, except in layer I. There was a Btrong hvbridization
signal ín layer IV and deep layer VI in frontal, agramilar and
parietal cortices (Fij;. 1, C1-C4). However, in dngulatc and
relrosplenial cortices highest expression was localizad in
lay«r II The pirifonn cortex showed little hybridizarion de-
spite its high cellular density (Eg. 1, C2 -
It was noteworthy that a considerable hybridization signal
was present in the Íining of the ventricles, with the strongest
signa] ln the third ventrick (Fig. I, C4-C5). There was also
significan! hybridizatfcm signal in the other áreas of the
blood-CSF barrier: the chofoid plexuses and the leptome-
ninges. Due tti l(u- Hoating hybridization technique, the lep-
tooveninges were not wel! preaerved in all the sections, but
they appenred deariy labeled as shown in Fig. 1 (arrotos).
Other sites of p29 expression were the basolataral amygda-
loid nucleus (Fig. 1, C4) and some nuclei related to the re-
ticular formatton (paraventricular, laterodors.il. reticular,
and panfascácular thalamk nuclei; some oí thets are shown
inFig. 1,C4-C5). p29 was also expressed in the dorsal lateral
geniculate nucleus and in the aorta incerta (Tig. 1, C5). In the
cerébellum, there w,is ,i higher signal in the intemal granular
layer and in the Uning of the fourth ventride. There w¿is also
an appredable signa! ln the facial nuclei (Fig. 1, C6).
In previous studies, we found that D2 mKNA was in-
creased ln specific brain regions in respon.se to hypothyroid-
ism (31). Regarding p29, there was no difference in p29
expression in most regions (Fig. 1, D1-D6), except for ,i
slightly increased signal in the choroid plexuses (Fig. 1,
D3-D5).
Toobtain tnicroscopic resolution, we performed emulsión
autoradiography and countetstaíned the sections. Figure 2
shows bright and dark field images (A-E and A'-E', respec-
tivety) of relevan! sites of p29 expression, In the somatosen-
cortex (Fig. 2, A and AJ), th. no signal in layer I
and few silva grains tn layers 11-111, whereas layer V shows
a médium label. The ttrongesl radioactive signa] was seen
over layer IV and deep layer VI. In the hippocampus (Fig. 2,
13, B', C, and C i, thero w.is ¿\ high density of silver grains in
the pyramidal Layen < >t the C A3 and CA4 regions, with much
less hybridizntion signal in the granular layer of the dentate
gyrus. There were also groups of silver grains that formed the
shape of individual cellular somas in the polymorphic layer
of the dentate gyrus; these cells were characterized as neu-
rana (see next section).
Iln'iv was ,i discrete signal over the Íining of tht third
ventride (Fig. 2, D and D'); the silver grains were located in
the Boma of ependymocytes and tanycytes and in their pnv
cesses to the ventride as shown at higher magnification in
Fig. 2, E and E'. The autoradiographic analysis in hypothy-
roid rat brain ahowed jn abnost Idéntica] p29 expressiun to
that found in normal brain (data not shown).
Cellular characterization ofp29 exprcastng cells
The cells expressing p29 mRNA were characterized by
analyzing their morphoiogy and the expression of Bpedfic
protein markers. To achieve this, we performed in titu hy-
bridization combined witli Nissl staining or with immuno-
histodwmistry in the same tissue slice. We used antibodies
against glial fibrillary acidic protein expressed mainly by
astroglial cells, and against calbindin and parvalbumin ex-
pressed by subpopulations of interneurons.
liesides expression in ependymocytes and tanycytes, as
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mentioned above, the data indícate that p29 is expressed in
neurons, mdinly pyraxnida] neurons. As shown above, p29
expression in the hippocampus took place mailüy in pyra-
midal layers. This waa conftrated by emulsión photogrsphy
th.it showed the hybridization grains over pyramidal ceth
(Fig. 3A). Also in the neocortex, the silver grains wore as-
sociated to neurons. p29 expression was strong in layer IV
and deep layer VI. In layer IV and VI, the grains wer<
gregsted resembling round shapes of large and médium
sizes (Fig. 3B). M.inv calbindin positive ¡nterneurons express
p29 in layer IV and some of íhetn in layer VI (Fig. 3E) and in
ihr polymorphk layer of the dentate gyus . However, the
parvaibumin iminunopositive cells in the neocortex did not
contato silva gmins fFig. 3F), Neurona! expression oí p29
was also strongly supported by the finding of silver grains
; large neurons of the reticular formation giganta cellu-
laris in the medulla (Fig. 3C). The white matter was devoid
oí p29 mRNA, and there was no signal over oligodendnv
cytes recognized by their morphology and disposition in
linear arrays (Fig. 3B). Figure 3D shows p29 expression in
ependymocytes and the choroid plexus.
Lack of calocalizaticm of p29 and D2 mRNAs
To assess a poS&ble functkmal reliitionship between p29
and D2, we examined whether or not both molecules were
sinuiltaneously present in some subsets of cells. To this end,
we used a D2 radioactiva probé together with a p29 probé
labekd with digoxigenin. The mixed probes were used for in
Situ hybridization on P16 brain slid.^. Regional expression of
D2 was idéntica! to that previously reported (31). As was
kjJ froan 9w resulté described above regarding p29
expreasion, both mRNAs were located in different cetlular
groups throughout Ote brain, At the regional level, D2 was
eased in Borne regions which lack p29, sudí as the cau-
. whereas otht-rs, such as the amygdala expressed p29
butnot D2 (not shown). D2 was not expressed in the ependy-
mocytes lining the ventricles, the leptomeninges, and the
choroid plexuses, places with prominent p29 expression
(Fig. 1).
In other rugions, such as the neocortex and the hippocam-
pul both mRNAs were expressed, but in different layers or
cell types. Figure 4, A and A', shows that layer I of the
neocortex expressed D2 but not p29, which was present in
neurons at the uppeí bordee of layer II. These neurons did
not express D2. In the hippocampus, D2 was clearly present
in the molecular Layer of the dentate gyrus, tvhere ¡t w.is
expressed in astrocyteS; whereaa p29 was expressed in the
granular and pyramidal layers (Fig. 4, B and B'|.
The only cells that appeared to express both mRNAs were
the tanycytes, a specialized type of glial cells, which replace
the ependymocytes in the bottom of the third ventricle (Fig.
PjQ, 1. KoKinnal (jLpuiminn ofpSS in brain ofnormai and hypothyroid
rats. A. Northera btó of p'J1 • ln'lluru K'b'nuid eewto»!
twarran ishow tfaesxeofRNAstaadank.<nieBise<tf'tlMp29tMad
was read fhnn the ngreeskm linc obuiinüd in n semilog plot of standard
mRNA sises vs. distance migratad ín the electrophoresie gel. A glycer-
a ldchydc-3-phosphate dehydrügenase probé wa> used for control of RNA
ñg H, Brain sliceh^ridizcd with úsense riboprolx'. InpanelsCand
D, the sections are orgartizcd from .-interior to posterior levéis. Cl C6,
of p'29 in slict's from »ti i-ulhyroid rat. D1-D6, Expressinn in
a hypothyroid rat. Cg, Cinguiated cortex; Pir, piriform cortex; IV and VI,
laycrs of the neocortex; líe, retrosplemal exirtex: LV lateral ventricle;
CPu, caudate-putanu-n; CA3, ficld 3 of Amraon's horn; Rt, reticular
thalamic nucleus; BL. basolakral amygdatoid nucleua; 3Vand 4V, third
ancl fourth ventricles; PF, pere&sacnlKr nucleus; DLG, dorsolateral
geniculate nucleus; ZI, zona incorta, igl. intemal granular tayer: VII.
facial nueleus; ChP. choroid plexusea. Arrows in Cl, C3, DI, D2, and D4
point to Ihe meninges. Scale bar, 0.2 cm.
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D
Kii.. 2. Bright íleld tleft panel*) aad ¡hirk Beld (rfffAi panela} micro-
photograpl '« IIÍJÍ hybridization was performed
using a p29 radioactivety laboled riboprobe Afler hybridiíation. the
seetions wcre euverod with phou>j?raphic imiul*iun. pxpnscd, and de-
vetoped to revt'al thu Mlvcr graÚM whit* .tignal in right panela. The
sectimis were then eountarstaiaed to reveal the eellular distribution
• lí'f't púnela}. \Myer* ai cerebral neocortex are labeled I to VI. DG,
Deni;; A1-4, Brida of Amman's horn; Po. polyroorphic layer
of the dentatu t;yrus; 3V. tbird ventricle: ME. median eminence; Tn,
tanyt tara in A and B, 500 fim; in C and D. 100 fim; and
in E. 50 fun.
4, C and C'J. The tanyev tes are the cells with the highest D2
expression in bmin (32, 33), However, whereas p29 mRNA
was present mainly in the times te bodies, D2 was present
in the tanycyte processes, and their feet near the median
eminence. In the median eminence, p29 expression was high
in tho leptomeninges (Fig. 4, C and C) .
Discussiun
The goal OÍ this vvork was to explore a possible functional
rdatkmíshlp between D2 and the putaÜveT4-binding protein
p29 in vivo. Studies in vitro indícate that p29 overexpres~.i< m
¡ncreases D2 activity 10Ü times, and the use of spedfic an-
Kbodies against p29 led to inmunoprecipitation of 5'-deio-
dirwse activtty both in astrocyte cultures and in microsomal
fractions bolated frotn hvpothyroid BAT and cerebral neo-
cortex. In addition, direct injection of recombinant Adp-p2£)
virus particles in the neocortex slightly increased (2xj 5'-
deiodinase activity (22).
As an initial approach, we performed in silu hybridization
studies to determine whether the two genes were expressed
in the same groups of cells in the brain. Studying mRNA
distribution has obvious limítations. However, the study of
D2 protein distribution is hampered by lack of antibodies
suitable for immunohistochemistrv and probably extremely
low cellLitar concentrations of the protein. Nevertheless, the
regional heterogeneity of the central nervous system allows
inferring the existence of functional relationships among dif-
ferent molecules from expression correlates. As described
previously, D2 was mainly expressed in the tanycytes lining
the inferior walls of the third ventride, and also in brain
structures such as the cerebral neocortex, hippocampus, cau-
date, midbr.iin, brain srem, and cerebellum (32,33). p29 was
expressed ln the neocortex, hippocampus, cerebellum, amyg-
dala, and some thalamic nuclei related to the reticular for-
mation. It was absent from thi> caudate, one of the regions
were D2 is expressed, Other sites of prominent p29 expres-
sion include the leptomeningés, the epíthelial cells of the
choroid plexuses, the ependimocytes, and the tanycytes. In
regiuns where both D2 and p29 were expressed, they were
present in different layers or in dilferent groups of cells. D2
ts expressed in astrocytes (32), w he reas p29 is localized in
neurons. The only cells that appeared to coexpress both
mRNAs were the tanycytes, but given the lack oí coexpres-
sion elsewhere, it is doubtful that the eventual presence of
both proteins in the tanycytes refíectsany functional relation
between them.
D2 expression in rat brain is influenced by developmental
and physiological factors. Enzyme activity and mRNA abun-
dance are highest during the postnatal period than in fetal Ufe
and are also regulated by the thyroidal status- Hypolhyroid-
ism induced an increase ín D2 activity in total brain and
cerebral cortex (27, 28, 30). lodine deficieney also increased
D2 mRNA and activity in brain (29, 42). As we nave shown
previously, profound hypoth) rnidism induced an increased
D2 mRNÁ in the relay nuclei of somatosensory and auditory
pathways, which could be thought as being especially pro-
tected from low T\ by an increased D2 activity (31). D2
mRNA expression also increasesseveralfold in the tanycytes
after hypothyroidism (33). In contrast, except for a slightly
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Flü. 3, Expression of p29 at th« ccllular level. In sfíu hybridization usiuj,' imiulsion niicrophíitograpy was cornbined with Nissl staining Í.A-D)
or with iiamunohietochemirtry with apeofic antibodít-s Eor calbindin i El) nr porvalbcznio (F). r'u. Polymorphic layer of thc dentate gyrus; < A4,
fifldi)ftlK AMII-.'-I! r i L . [ I aiid VI, lavers of the cerabral neocortex; LV, lateral ventriclci ChP. choruid plexus;Ep, d t A f t r f
puim to gpanl ni uiiiii- in the retíeular formation giganto celluiaris. Scale bara, 100 ¿un.
• ; Simultanee*!» dateetkm of p29 and D2 mRNAs. Double MI IÍMI hybridization with a p29 digoxig*;nin-!abeled riboprobe {blue staining)
and a D2 rsdkMfitively labeled riboprobe i h> bridization grains), The upper panels show bright-íield, and the louter panels, dark-field images.
I-II, Layersof retrospleniul cortex; DC. dentate gyrus; CA4, field ofAmmons horn; Po, polymorphic layer of the dentate gyrus; Mol, molecular
•>f the dentóle gyrup. Arro ja point to p29 mRNA signal in layer II of the retrosplc-nial cortex and in tanycytes somas and in meninges.
N heads puint tu D2 mRNA signal in tanycytes somas (wkite) and tanycytes feet (black) at the median eminente. Scale bars, 150 tan,
increased expression of p29 in the choroid plexuses, expres-
sion of p29 was not altered by hypothyroidism in most
regions.
It is íntriguing that p29 was expressed all along the whole
cell layer covering the ventrictes, as ependimocytes and ta-
nycytes, and also forming the epithelial layer of the choroid
piexuses and the arachnoid membrane. The mechanisms of
T4 transport in the brain are at present not well understood.
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Both T., .ind T, can enter the brain through the blood-brain
tmd the cerebros pina I Buid-brain barriera [43). The p.is&age
throuph theblood-CSFbarrier, i.c, thfOUgh thet'píthulialcells
lisiín^ (he ven tricular siete of thechoroid plexus, ivas thought
to be facilita u-d by [ocáDy synthestzed tr.insthyretin. How-
ever, raults frorn tmnsthyretín knockout animáis do not
SUpport thishypotheas (44,45). p29 wasoriginally identified
as a putatíve T4-bir>ding protein (15). If indeed p29 binda T.,
in vivo, then ita e> n in cells linlrtg the brain-CSF in-
tiTt.icf may suggest .i functíon oí p29 ¡n T4 transport to md
From the CSF. More studios axedeariy rteeded to explote this
Rat p29 shows voy high sequence simiLirity with mouse
I >kk-3; .i nu'iiibtT oi íhv Dikkopf proteüi hmily, which have
a role during Xenopsts development (23). Given their high
sequence similaiity, p29 might be considerad as the rat ho-
molog of Dkk-3. ín fact, the p29 st-quence appeara in thc
GenBank datábase defined aa fhe rat Dkk-3 Komolog with
acceaston no. NM_138519. On thc otho hand, Che derived
protein sequence lacks the sigruü peptide Ihat makes all
Dickkopt famfly members secretee! glycoproteins. Cióse
comparison of the reported p29 sequence with that of mouae
Dkk-3, however, revenís a high sequence similarity, with
conserved nudeotíde substitutíona ateo in the región encod-
¡n^ the Dkk-3 signa! peptide. Dkk-3 is expressed in thc ven-
tncular /ones of developing brain and spinal chord (24),
resemblinjí the ventricular localizatíon of p29 fouttd ín the
pOStnatal rat brain. Althotigh exprossion of mouse Dkk-3 has
not been studied bi detaii, in the adull H is expressed in the
hippocampua and cerebral neocortex in a pattem \ery sim-
ilar tu thai described tor p29 in out wt>rk (23).
In sumanaiy, wefound that intnost regionsof the brain p29
and W- show disstmilardistríbutions. Fhisargüesagaüwt the
hypothesia that p29 is parí ol B D2 nHiltit-n/yme complex.
Reíated Functions for p29, such .is .i role ín T, transpurt,
cannot be discarded. Such a role wouid be compatible with
its prominentexpresaioti in cells lining thechoroid ptextues
and the vvatls pf the ventrkli-s.
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dickkopf idkk\ fina eocodc a smnll faniNy ofsecreted Wni aatagoídsU, aaxfA torékkS, which is iSvergul
iind Mlioso CuiifliiMi ii pinu-|> inukrMiHKl. Hat, »f dCKfftc (he generutiun and iluirattiri/üliiui o f d U J niutuiu
•rice. Afcfakftdtad ttíet :irt viuhlv and Etarttte. Pbenetjfk awüysb tbowa n<> in»jiir a M m U o u ¡n organ
nocptaotagft pfcyriotogy, and mi>st clinicul chemis in pttnUDetetf. Since DkkJ « U proponed la I i i>n < M
thyriiid bonBOBC hhidiniz protein, » e luive :in;¡lv/t(l detodbuuc ¡idivitics. SU Wtü U tíiyioiiJ horinnne k-vels.
Mulíinl mice »rv ntÚtynii, u d dM (1;ii;i da Mi suppurl ¡i rel»tii>nship of Í/AA.Í witfi l luroid hormone
iru-i;ih<i]iMii. Altera) pfceaotypea ¡n dkk.i motaal nrice wtre sbwrved in ihe tmfutnci af NK cells, ¡mmuno-
M, htmoflobiii, .md hematocrif locU, u wdi M \W\H vcntiluiion. PurtlwraHire, (ftfcMtefldert ariec
byperacthity.
The Dickkopf famUj ><t socreted proteitis .^^ msl^ s^ ni foui
members, whkrh ature lwo conserved cysteine-rid] domains
(12, 24). The tuUmaric trf Dkk proteins ¡s that they function as
Wm tnugonisu tir :iti>iii.isi-s bj binding lo and ioMbitíng oí
actívatiog the w m oonceptoi LRFfi (1, 31, 45). Tbej show
regionatized cupressioii duríng sertebrsíe embiyogenetíc (5,
10, ¡ ; . 18, 20, 33, 46). DkJtl i- tbe best-efasracteróed roembei
• i| ihc i.mnlv. h acts a .ni embryoníc litad inüucer, <inil when
oveiexpressed n will induce cxir¡> beads in Xeaopus and zebra
fisJi (ÍI. 12. IN. 22. 36, 4h). dkkl matanl mice aro cmhrv'onic
letbal, tnd embiyos tai'k anterior hcad structure and dtsplay
Fused dígits (36). dkkj mame (nutMts ;irc viable liut show l
defeets (28), Littte is kaown about i he biological role
IU .i numberof LTÍiL'ria.í/AAJ;ippcjrs¿is a divergen] mtmhcr
al the dkk Family, (i) By DNA sequettee similarily, vertébrate
dkkl. -2. HIUI -4 are more related to cnch other thün they are to
i orre^xirtding author Mailing address: l>i\isi(in ol Molí
Embfyolúgy, Dcubcbes (írebsfoncbungszentrum, Im Neuenbeñnei I BU
: M I . [ > , . elberg,Gormwi) Pbone:49-6221-42-4690.Fí
; E-mail: ni • Hctdelberg.de.
t Prcstnl .nKIrt-ss: Ct'II SigJUllmg Gltmp, Centro NíiLmníil Je Im»
tígacknesOaooto^cas(I M « J I M e i d m i . •ni .nsdí .vAlmagro3,1
Madrid, Spuin.
¿fcfcj (!2). (ii) Hydra hus íwodkk genes, one related to warte-
brate dkkí. -.?. anJ ••/ ( U>) and one related tú vertébrate dkiú
(9). Tliis suggcsts an ancicnl phytogCQCtic scp;irütion bctweec
these family members, wfaere dkkl, -2. and -4 hut not dkk3
aróse by gene dupl icaron Croo ¡in tnoestral dübt; (16). íiii)
Soggy is a protein of unknuwn function with sequeace similar-
it\ tu ¡/AA..Í huí not tu uther dkk genes (24). The í>imil.uii\ a
most prooouoced mdside tbe two conseñéd Dkk cysteinc-rich
domains, raising Ihc possibUity Chai the gene ;trose frorn an
isceftral Í/AATJ precursor, (iv) (JflUkc D k k l , -2, and -4. Dkk3
: o4 ;ict as a Wnt modulatof (24, 29, 55). Whilc all Otbct
testetl Dkk proteiiiíi bintJ lo ;ind mtiduliite the Wnt receptor
LRPn. as wefl <i- the Dkk coreceptOf Krcmen. Dkk3 bol DO
afitüt) to these tramntembrane proteiía (7, 30, 32. 33). and no
olher proteins are koawn tti internet wíth it.
Like other dkk members, <¡kk.< is expressed dtiriny verte-
brüte (Jevcloprnenl in sujigestive pitttcrris ¡n many organs (7.
33). Prominenl expression al dkU ¡^ ubwtved in ihe bruin and
in librobhist-í oí aduli todeaQ (17, 24, 34, 37, 56) and in the
bunmn adrenal coftex (5lt). Dkk3 has been proposed to ael as
a tumor suppressor, us it is downregulated in u number of
tumor cells and sinee dkkJ uverexpression tuppresses CeD
growth (19, 25.37,52, 53). Henee dkk3 is J1.SU knam as REIC
(for reduced «tpression in mimortalized cclls) (52). While hy-
Z317
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pennethylation ot human <tkk3 corretates with certaiu caneen
'••>. the pbysiologica] rclcvancc ai aJtered likí.t expresión
¡n uiniors ,HK! its potencial gnmili inhihittiry effed are un-
tnev
\ cDNA encoding tu N-terraínaBy truoctled Dkk3 bcking
tbe signa! peptide was doned snd characierizcd as ;t presutned
substrate binding subunH, Bp29," oí the type II iodothyronine
S'-ddodinase (1)2) tn ral (26). I bte evidence Cor a role forp29
in thyroid bormooe metabolism restson Lhc Bndingf ih;ii p2')
can be L'iuss.luikcJ to a thyroid horrnoofl aftaity label and that
tran&fection ofp29, directi; i *dy, enhances D2 actívity
tu cultared astrocytes í 26). Detodrnases ptaj ;m importan! role
in ttiL' local avail&bility ofbrain, brown adjpote tiscue (BAT),
vaá pituitar) í,5»3 -tmodothyronmc (T3), which is converted
from ihyroxinc (T4) by detodinatton (2) Thia is difercnl troin
other orgiins, which derive tbeir 13 directfy from plasma All
detodinasea i i > i , D2,and D3) tlms farcharacterized are ¡íclenu-
proteíns i l i.i! catalyze ilic removal ai iodine atoras ítoa\ iodo-
amino acids (4), The claitn that an N-tenuinaUy truncated ral
Dkk.í (p29) may be invntvctl in D2 tetivíty K controversill
because ( i ) d tbe seicno sature oí .til otherctoned deiodinases
thal ai't wilhoul substrate binding subunits .mil (ii) tbcre is
• irrclaiion belween dkk3lp29 and the D2 L-vprcssicin pat-
terns in ral luain (34).
In sumniaiA. Jcspiíc rtumerous studies of dkkX ¡ts biológica!
role and biochcinica! Cuactkxi remain Jurgely chuive. Wc have
therefore gerwrated dkk3 mutsnt míce hy targeted dismptkjn
of íhc gene. Hcre, wc present a firel pb( notypk characteriza-
iton of ihusc nikv. Out data indícate thal the gene ¡s oot
cssential foi etnbtyogenesis and rability, aad the data do ooi
suppun a role for 11k k3 ni thyroid fcionaone inetábotétm. ln-
siead, initial pheaotyping indicatcs ahered pftenotypes in hc-
matotogical and immunolog) paranteters, luag vttfíüttioa, and
behavtoi in dkk3 mutaní mice.
MATl H U Í S vsii METHODS
CtatmUaa »i JU.t nuitnm nk». rtae mgMlin vector ».n jerivid (roa i
i bacterial artificial lonailM judadn « O H 2 trum iln dkk3
I iced RKM ni LMín ;. coatoed oi ;¡n tn-frsmc-
1
 flnnJxd iK'omvcin roiffiutee (m
KtM .c in> - i)i.ni. i nr ' I IH 'A "-uhunii uí
jipiHli-. . . lendection nwrfca (t-ig. IA), ¡
euibiyoii nd eoned rttombinatlou
• vended bj A gemwiK U N A difcw
i'..ih iniL-uwl jnd BOemri , iU ai«J Í'"J. li^wiiw ni nm
iatíepemieHl paátives ctoaa geaetMsil ..himen^. wkkk mnamlBad the ictiim-
hin;¿ut ItKU'i. \ twccn IhC I*O hnij^ - .HUÍ yvt.1 li'sftl nriL
notypiqgol AJÜ míe* m perfocmed b) ;i inpkv l'i R
Itanudeolid» pl (S'-OATAOCTITCO
. i i n i i \ ( ( i< r-3 i. Md r
u d t») tsi produce ::iUTp and
ifiete, frsJWilivi-K (R j , ID i <
nuil.mi • V gmup o( Wi Pkk.>
niiiii.il- 30 ntik-» nuil M) feaaia, HereobBsrwd dunng 12 munths and
«i¡J-^ ¡ . No 1HLTC--1S4; iu nii 'r lal ity antl m> ^XmtBWOU
iñth Hit DW raice.
CwaMnMMW CÜKM I . M I iicn*».Oeii«rmlic(upoflbeKrem,lHaÍMBdry,
•IIKJ motüparunclri .ii<>mly ücKrihcd ( I I ) and will he dc-
«filtil in deijil cls.
tice were anüyxcd wtthtt»
Mu : *ccfcs itt íitclimiliz;iliiin in Ib* HKxMe) Tin. fe twing
Toii-il. .ni objeci ( i nici.il cube) tmt pbead mm rite iKimccnge and rui«WK< I
ic modified huii.- boj .(,im>.-ii oni i
J[>- For eatfi tríul (5-min
urihimilíur objed (a hluí: plattlc luht lid, similar in l i a lo iht metml
ÍÍÜK\ md ihc faniíliiif nhjcci (ii metal tuix'i were plteed irrto ttn- (ea M M vsnh
.i iffmitff ni • OH 1'L'ittcLTi ihem. Mimually recontad btjuvloril dita wcre
.iii;il>/cJ uiini; OtMCTVW 4 ] s.iiiw.in: (N.iklus. Wagcnmfen. The Nctherlands),
i|n .iiinr,.il\ ir.n.k na» rUoottpOd, -ind ih UxunHrtat path was niv;i!y¿e<l wnh a
«ideo 11 jiikinv; •.^ ^^ •^m fElkovúloa 13 Nolituv Wa^eningen. The Nctherljnds).
Dala mTe rtithtitilrj amlyxed wiúl SPSS softwut (SPSS. Inc., Chicago. III.).
IIK- chotea li-vul <¡i Sfmrkance «a- • /' \.iiu.1 'ii
t lliiktl itnwlíiJ :iml iem—otoglcal sirn-en. f u i Ibt heraítologicBl tnvmiigii-
ii>.n-. 5II iil ni hliind per I--ni-tk-nUI BWOU WM COllectBd in .111 EDTA-C
tuhe (cataJofut no. t)7Sii,'ís. KABE) bj puMaring lhc retro-ortital ^mus witli a
nciiilu-|i.irni • iiim ni dbmcler, cdtalo^uc BO. 1.2X 13 12;
iii-.iiii k \ k . MUHILII. Germany) undu i i l u r meWhf»ia "ITie sampk
¡rurae rted «ever»! titnet • lenvogeoom imfactan al bieod
• HiUsmlcd uiwlysjs with a blinul ^nal>7t;!. whith
»av tatcfully wlidtted ínr Ihv .in.iljsi^ ni DM9MM Mood (AW-Hiuthild ¡inalv/Li,
\nimal Cun; Coinp.iny CorbH, Visfnborm, Qanmny) f i n Wluenct .-i
gmdn :ind pBOtypt WITI; IcstfJ by nppljing I iwu-way Lih.ilv.is •>! HaiBOCt
(ratuee ft)u;i!) i>t ueiiti.ii lisea modd (nr imci uneqMl}. in the IMXÍ D( a
tHam infliKr1 pe on Lbc piremetct fawtitigBtedt the si¿inii¡
•i iip mean J"1-1 :nccí kvithin each sw H:IS evakHted by IIIL- Studcnt r icst.
I m fu in i l i i n ticretn. Whcn rntct w e n 14 woelaoWi whote-bod) pfethysroo
grepliy (M) m ;ipphcd ti> l a m a n BfKMtsoeotM bmthtnt unre-
i...d jnim.ilv i ^ l i ,,t diltt i i- iu (aWb Of ufüviiy. Aulomaled dala analysis
provMcd i i . i '1 raluinei ( i 'V i . mpinter)i n t n (i), nuniítc veotüatioa (MV),
inspji.Hory .IIKI expirMOT) Linit;- ( I i, IV], .mj (tc.ik !iivp¡r,ilnry Rdd p<-'«k expila*
I,.ii Da» nlM l l ' l l uní ) l I | H Hl-s mkrv.ils Mean inipir.iMry UXl cxpii'utüry
Bou ralea (MEF .md M i l i «rere cakaUted (ron the rabo ni tidal votanu unJ ihc
rapective ttew imtrvui 11 ffactiooal impmiliúfl fTVri'J wu ilticrniincd (ruin
ilu1 mtíe d Impintmy Iknc (Tí) i" tatii thne nwjulrwl fot tbc tvestblng cyde
(TI'). SpvcitK tidíl VOtUDN .ind iiiuiuic VL-HIII.II>UII\ fiI"V aod iMV) WLÍL- L;II-
LULIIL'J r>y telaiing lite abMhlM valúes In the tvuiy We%hi of I IK :iinni;il UÍLJJIII-
ing wiis iin.ily/fd f>ir lhc .il>i>vc-im.-iilioiicd pannMHfl iliiriiu- • liviiy
and itett SfUaticil uutymt «ere pertomed with • comamcW^ avwkWc sta-
IIMUJV pacfclfg (Stitgnphfax Stütistital Graphire Corp>r¡ilion. RacMBc, MD).
I )iltofei)Ct'< batwtaa ssr.iin* VH-TL1 BMliUded by Stuik-ni's / lea!, Siatisticul signif-
icance was asMimcd ai u / ' valué ni • (i i(i. Data are presented MÍ mean MhM t
Hattdald ertoc ni the mean (Si M I
ImaMUMtaf) « m u . II d sampk's wvri- tákeM frotn l2-*cckn)ld mice. Pc-
f¡plitf.il hiin>J üntfeocjnca wat iMlated himi Sltll |il KIIKIJ tn crMlinicyl.. :
wiih Nll jCI (IM7 \ t l - l i» hulkr (p l ! 7.45) dirtirtly i ti H H M I I mkmiitcr platel
.Mi. i ubsequent washaig writfa rhiGTCSceooB-ictrvited ccll s tn i t r staininf;! .
iphiisj)h;itc-buflLTcij sajbx [PBS], D teruiB «Ibumin, O.fíZ'í sodiun
,i/u!i:. p l l itutylaa wen incabalcd tur 3n min vtith ]
p.M cthuiiuní monaxidt btoimát (Molecutu Probo, Th* Methettaadi) .i>id Fe
hUn-k (doac 2AQ2: f'h.irMingcn. Siin Diegn. Calif) I • J J Í I J Í btO-
mide lniund lo the DNA of dcMd cefll w¡is [lllljlll I IH I Itlltfnl by hriel li^ht
expemuv. Osili v^iv tiu-n Hained wüt ünnrruTiirr rnrtprpffltfl BOOodaaAl u>
thoden (PtiurMincL-ni. [ ho foflawing mam ci'll pdpulatkins KeTB anal>/cil, H
(.•cilstcni'r don* ID3), B1 B celia (< D19 ( i>5 . done .13-7J). B2 B grita
(CDW CDS j . T i v i h i n w ;
 ti.,iw N-V2CII). t DJ" TeeOt(dene RM4-S),
i u> i celta (< DBft done H3S-17J), ylt T oatk (don; O U j , gramrioqta
(Ür-l •; tlonc RB6-SC5), ;mJ NK eeOi (C Ü4'ih ; ekme DXS) D«ti *ere'ac-
tjuiredon i FACScaSbw (Badán DNcfcimoii. s.in Mego, Cülit.) ¡mil werc ana-
l) /nl uiini; F'liiwJn software (Trce5lar Inc.). All «ampies *erc acquired unlil u
I. n.il (iiimtn.-f <il ;?.(l(KU'd|N uvre reiichcJ The plaMtia bnelsof immunnalnhultn
M ilgM), Igt i l . lgC2a, lgG2b, lgCi.\ and \¿-\ wat detcmiawd bj ntndavd
*ainl»ifh uii2>nK'-linkt.id immuniiMirbcnt Miaja usm| goal aiiti-miiuM imoauno
i;Uibulin •oAadte* ;ind .ilkahiu1 pbasptetaM cunjugalc« iSoulhcrtiBiiiitih. Jíir-
minglum. Ala).
Animal.» and Irculim-tits Tur 112 Mmliiv. C37BW ttBMal WBM fcepl twdei
lempefttwe-cootfoBed(23 ! P C ) * -:.iJlctl(i--hLijJitand IMidark
cjde; ¡iglit*. un .ii 07()ii h) conditkHM .<ml hnd (rae acen n ÍO<KI .HUÍ
Aiiim.il caro princduio m.-rc conducUd ni accordance nilh lhc ^unl
turopcan Communiry CDMMCO Directiva (86 SOWEI i j -
K.T ni MIU hyliruJi.Miimi Madfel, 11 -d.ti -nld ( l ' l l ) malí- wilil-type and JkkJ
mutjnl míce wrre uted. This poslnatal day WM efaOMS becnusc i l is comparable
lo lhc age at vthúh th« highcsl lev;l« oí D2 acttvity and «presiion are found in
mi hfjin ( ! í , 21). Fnr the dcteiuifnalioM ed "Ififiitinaar aUivWoa .md ihyrnid
IWflMUHH IcvcU. Inur rai.iiuhs-iild mice wcre used Iriim Kilh *i!d-iype ¡it
mui.ifii mice. Ai w* obüerved Kx-related diffcrcncc1- in Ihis;
with sevenil ti«uc»i. gnuip» of males amt * — — 1 — tif hx<th groups m uwd |7 to
12 mice per $•••
V u . Z6, 2006 Sckkúffl MUTANT MICE 2319
Dkk3 locus «-
Targeting vector
wrüamí ibkb
ATG
B
Dkk3 targeted locus
ATG B
5" probé
5' recombined band 10 kb
H B
NEO probé 3'probé
3' recombined band 10 kb
NEO recombined band 10 kb
5probé 3'probe
•
NEO probé
t
M WT +/- +/- M WT +/- +/- +/- +/-
•220bp
-199bp
F l t i i < taneraliofi o f d b U muiuní nuce, (A) Sdteoatk cUagram oí the dkk3 kocus and largeúng coMtruot Thc eoostruo eonnta 4 kh o( thc
S'and 3 dkk3 gcaonue sequence A í s c Z reporta gene foUowed by a Band f ' t l K N E O (NEO) sclectioa M t t a replaea tnosl oí (he (»dh^
IICL- in arar 2. A countemeJcction CÉMCUC enooding ih t A suhunii oí d^ihtberú teudn (DTA) was inserted al thc y and al tfae cectoi I he
wild-typc b;[nd expeeled from •< BamHl ilítscstiun is 15 kb. (B) Scbematk diagnun of tiu ikk3 la i jetnj iflete. AAer hocDotogCHis recooibinatioii
in ES celb, ihc bu / nepoftei gene is maintained in framc wiih the mitin] A T G . Thc p r o b o and restríction enzyjnca .IR- iadicated, witfa the si/c1
of the readtmg recombbed restrlctkni Engátenla. (C) Southern Wm uialjisb oñei djgsatiofl wiih BanHl and hvluidi/.nion wiih exteraal 5' ¡md
í ' proba and (alenul NEO probé of li udcpendeal ES dones. (D) Triptei I'C'K of mouae genomic DNA (romdfaÜ nuce ( - / - ) ,
Í.SíKJ-i>|-n_- mke i J 4 i. and betenxeygout ¿ k e ( + / - ) . A single lW-hp &agoMel agpean la Ibe case ofíflUJ mué. • tkigle 220-bp Eragmeni
appcan ¡n tbc case of *iW-typ* míee, and bodi fragncmi ippeai in thc case of beieroxygout mice. AbbfeviatiaoK H, Hnu l l l l : B, BamHl ; M,
maitei
dWApnact. A/- n u l q nudeoiida 287 lo M0(404bp,
emwtWHqg e a w J lo6) fnim Iht mouse cUNA t e q f O t (NM_U15M!41 (33)
¡1172 in 1 J'ív. J2S hp: AF24J0M)
; la S3S in Wl , MC bp; UJ350Í) wen
M) The teme .mil —frmiw iii«.)'niix— fot in rilo
ininidu.iiMn wat tytniteáuá »iih miHifr R N A pnfuwtni? (SP<i Lir TT) In HK
UTP (NENI ifc Sdam Pimlucts) [»>• üi vitr» iranM-nplnm.
tu tita iiiinnic/..iii.n fcimUMulHry. Mhx *ere Bxsd S) tnncarrfiai pertúden
* i l l i 4', p.irnlormakk-hydc-ii-l M plu^pdalir Iniícr. | ' I pKUBCtei bnir»
wrtre fri«cn in Jr> ka, ,mJ 25-nm-rhick KCtioni ^rre iibiajned «ith a ayostit.
Ofp», í>2. and ilkí-.l mKNA» wiih "S-Íahclcd rihiipr<ibo wa*
perf iritiL-d vmh trw-ll ating iccti «s ictardiaf td p^>lH ;^^ ll^  prcx knad) dt-M.nhc J
in detail (J|. Duc tu tbc Bcotin| SMK art Mructua^ such a.» ihc
Icptoineningis und cfaorakl ptacw Ojal « W BDt wcll preservt-d ni ¡til •
Bncllv, Ihc MCdOM wam prcircnlcd in Jilk-a-m MiluiHsm Icir 10 nÉl al ruum
[•-•mivrjtiire, cach MXlion wm pcnmdhli/j:d unli l l lñ 1 , Tttoe XI I* ) in PBS.
IIÍCJ with U.2 N J tt 1. .KdvIjltJ uilh .inhvdruli jn u I M
tricili,nuil M bufel l| i i l S.'i |ii.\itJTLJ tn fcatht, Hld MHbBd in PUS. Hy-
kM w:is anrfnininii al SS"C Itir 16 h. wiih ihe "S-liihcled rihopmhe al
1.6 x lO'cpm/ml Tht itctiom i n moitntcd on coated slidcs. dfajrintad, uir
i ni H M í i i ) HERRANTES ET AL. CB I. Uinl .
TABLE 1. Rciulij. of G M C behavior scn-cn"
l*'i 1 LlNi'ftT1 -M iLllll Iv 1
i .c.il obwrvatiori in ibc
niodifwd hok butnt icsi
1 Inc cnwütij (frequene) <
llip. lil Ni» IIIO.ÍIK
Hule explonlitm (frapici
L-nii> (frcquency)
Botíd o 111 r > inHency)
Hi\irtl t-nn> r• < total duratkm)
Rcwiflg on h*i;nd (ftcqucncy]
i....uming llret|utiii.->i
Video tntt(.iii!; nf locamOIM
Disüimc IB
Mean vetoci
Maxim
Tuna (ftequi
Muk- (Jl - 11)
2164
14.4?
i j n
155.4.1 i 25.85
LJ7
n.2K
2.IW i 0.44
2,17183 : 14127
14-hN
nn.04
1431.18 i 70.41
Control (A)
Fcmale (n * 15)
V4.73
í l 4ii • 167
1.12
1 su • n Ñ ,
-. 11 • 21-41,
•
0.27 • n 15
14H8.ÍN S 115.511
2 4S
1 II " . I I • 4V.24
/' VilllK
NA
NA
NA
N \
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Ualc (*• - 7)
9157 • 6.63
• 3..16
1171
4.2" i 1.38
I7W
1.65
•
1 71 i 0.2*»
:,2(w.4a • 194.13
1432 r 1.17
M.22
i.."i 15 •
Miiiam (11)
Bemale (« = 15)
114.211 • 7.2>J
31 00
•M. I I - USO
1.67 1 (I.h5
|'i;i:
4 4(1 - 1.06
(1.24
1.07 - 0.25
169.14
17.96 • 0.70
M.W i 4.117
U62SJ0 • 61 18
1' valúe
NA
N \
NA
s \
NA
NA
NA
N *
NA
NA
NA
NA
A - B
Male
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
(/'valué)
Fcmalc
II HT
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
0.05
NS
0.11.1
<0,ra
lid mkx and are ilnwni ;i\ n o n M M NA. na aMljwd, ^S n..i i
• .1 cxpnwd iii Biomiu MU film (Eoitman KnJnk. RodnMer, NY) Fof lo
i dkkS JIUI ¡O vtpttvina insljoñ nad loe 2 veefcj EM D3 Itudle*. For
n-llul.ir rcmluimn. ¡ WT» vlippcd I l l-Vl-l pbotO)
m PharmiH.'¡ii Biutei'h). exposed foi ZC lo 40 daysín ihc QDM,
- i.niicd witb RkhtntiMl't hluo. and dcliyilraiüd, and
llh.- .iul>ir;nli>K:r.<phif lihn> Mili SCannednfth • CoafcCMI II riidi M..IIIIK'! |Niknn
'. . |.. rokya tapm) w i nesohiiion ni Jim ptehfindi .mil pioted. Op0e«l obRr>
iphs « i ' i v i j i m c d 'Un v n i l i mi l :c l ipM- E400 i-ií i ••Lupe ¡ intt
DnIUi i • |l»'lh. Nikon Corp., Tofcyo, hipiui) Inr ihc iJiTUiliLMliim i>|
hrain MUCatn*, Ule litis "i htthtOi Mld (• t-.mi.lin (J2) * to ínlkwcd.
iitimiin.i-.i- tcttrWH. i ¡MMI wew tamofeiiOTd In buffet (0 '••' M memv, id
mMHEPES H ; .! • .i, •• . I . . : i- .1 M I l l nMDTTfwUver imlkkfa !
i | beh I I i •• i latx led te> orw "D (rT?) n i
mni nt i.tdidv in llu- MMkiWM <0.5 lo
• m i deteimiiml ha tímsc touoy n t e i
I l.iK-lcd !'4, I DM T4, I J Í M 13, 20 niM
DTT, ind 1 inM pn . Resulta .IJL1 expreated m Ecmlomole! pa Itoui
iv.,- mOlígran "i prai n limiu wcre ; lo 3 fwok ii mj oJ protein, D2
tu mayed m ÜM aeoeonea and eenbcUun wM lliI-tabetod riM iu
• ntbiirau ¡.' I M I . I ÍOISM ncwlti were obtBiiwd inoi íhowa). Di Mtivitj in Uvct
aml kidney bontogcnaiei WM otsajied (44) ming l39I-Iabelcd rT3. 400 nM <Tí.
» n t I 2 i n M ! H I Iti-M,li- ; I:I iiimniults per huur per aniUjgnim ai
prolefa. Püuitify ü l un) i)J .iciiwtv m rilll l ;'l-labelt(l rT3, 2 nM
r O , .uid 2i) n M l>l"¡ in iin. pntrace OÍ •txence ni l mM pmpyhhkHimofl ií<it
l i-m. U-.pfilK.h 1. ReSIliU :nv finen :
per hniii per mflllfrefli o{ pro*
14 and n ili-it-rininutiun in ttmit*, [huoiil bOfflWOC) H t t dstetnioed bj
^adHltln^lun^|.!^^.ll^ i k l te) ilket ettfactim :ind putilKütmn of ptMHM l*d [»•
Mmpiei «me boowgenlMd bi metlumol wiih traen
nmnun-.-. .nd '^(-luhcleüT3, added (oSMb hnmiigtn.ik- The
iiHiniInmniiK i<<rm-mrlhjnol (2.1). bntl SItncted inlo
;in ,u|ucnm phalG jnd juiriliLd liimuüh Hid-R.id AG I \ 2 resin ínlumn» Illt
punln-d taJothyroBinai wcre ihen evaporatctl m dryneti wid . i i - . .h ed In RÍA
hulfcr. Bufe n a n a wMOMimedtotMBnaliH ihc recoveiyoftrie '-''i-iuhclcdT4
und l;*l-l¡ihcled T3 ¡n each •..imple l'hc llfflpltl tre MbnitUd I» RIAs for ÜK
dek'niiiii.iiiun of T4 and n . ihc liniti ni Mmkivity IH:IIIÜ 2.5 pg T4 and 1.5 pg
T3. Each winiplc « u processed m iaftisttt tí 3 dOation C ancentntkmt werc
f umotmts ni i • i i i i.iund m thi; RÍA.1., iba tadMdwl
y '"1-lalK-lcJ T4 .uul '-'I-LiK-k-il D ¡iddcil lo f.ifh iampli1. and
ihcr vu-ighi ul ilie nssuc viniplc extracted
Hlih-sp^tii;. -. 1-labeled 14. I J J J-b**W T3, IJ*Mahded 14, and
li5l-l¡il>cJcd |T3 13,(HMI nC'iing^ M I vviillioiml in our kili'.u.ilDn ÍIS pKvfWüty
(35) and uscd for lh< highly scnsilive T * and 13 RIAs ai ricini'r>
tur ptgsm tea tteoc eUractknn and n rabitnla toi DI and D2
Dala tM pttHMted i. ir<.:m • i i in- (±SEM), Oni'-way an.ilv-is ol vtriMKC KU
i!ier i-n«uring hiimiigeiii'ity of variiim hy ULITII. ttíattcaHy
ngnificanl differmeca hcciw.il mean tahm cH düereni poujawcra tftea ideo-
tlfled bj ilic ieastHHgniftcaril-tkffcrcncetnetboá. AKccJcttlatinnxwen p
,is pitvinuslv descríht'd (4^).
RESULTS AND DISCL'SSION
of dkk3 mutant mici1. A targeling vector was
dcsigned to consiiiuiivdv disrupt dkk3 exon 2, atntaining the
signal sequencu. hy inserlion of a lacZ neo cassette (Fig. 1). A
bomotogoua rctonihinaní BSdone wasgeoerated and uscd to
derive ehimeras which gave risc to dkk3' pups. bltercnnsmg
of tbese beterozjsous núee produced hcwmaygMn &k3 off-
spring. which were viable and fcriilc und obiaincd at the ex-
pected Mcnüclian ratio. dkk3~'~cmbTyas and adolts wete ex-
amined hy X-gaI*ctosütese vi;uning hut failcd to produce .un
i M<[ E 2, Rendd ol IIR- OMC htm biológica I «creen*
:¡IUl-|
Whilc hlnod ccN c u í n ' I i 1 i i l i
Ru i hlnnd CeO i i u m l 1111". nH
•J''dl)
Ilvill.i1ih.nl
Mean esiptMCttlu rahunc (H)
nrpiiMiil.il . ¡'g|
otpmmhri hemngtoWn cunen (g/dl)
l ' l . i i c k i counl i n i JJÍÍ
Male Ui • 14)
157 t 0 78
14.96
0.7")
44.7V
DuQB
na - n i;
888 S 37.SI
Fcmuli: (n • 14)
5.61 i ( U 6
I W i 9.19
15.21
15.14 * U N
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/J valúe
< \í lil
MS
NS
NS
NS
<sm
Mulé
7.87- IU2
IO2J - un.
litó
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48.7.1
15.2) • 109
31.21» • (1.17
N54 t 35.97
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f>.fií i 052
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tfi.ti| i t t l9
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<0.01
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nice and *re «howa tt n o n ! SEM. NS, not
g Ukewise, in <nu hyt>ridi2«tion fcw tlkLl confirmad
downregulation of expiesñon in mutant raice (SCL- belov/)
tlkk3 mice luul normal size and body wdght and ovcr;ill
tu good general healtb (well-gTOOiBcd ooal and norma!
boáj posnm and rígbtíng refleaq nol shown). A groes nenio-
i iiiii.ilion oi animáis rcvealed mi sign oí modíBed
scRsory functkms, ,i>- ssessed by basic it^ts of visión, auditton,
olfaction, and touch setaitivity Pío enhanced ÍUIDOI igcm
nuijtir reduction in liiv spui WBI ohaerved.
PfeeM^rpk ¡IMHUM>, in ttw (¡MC. dkkJ alce were sub-
i lo phenotypk analysis in thc GMC, ao upen teetts
píatform fot staadardized pbenotypiog (11), OversU, severa!
hunda-ti parameters, inctuding analysis of tnorpbology, behav-
ior, ncurology, visión and eye, L-linical-chcmical parameters,
imniiinologica! si¡iius, oociception, lung function, and organ
pathologj were assessed. Fout main significan) dtterenoes be>
tweeo <!kk3 muiant trace and theár wüd-^pe littermates were
obsetvedi as déscrfiwd betow,
HehartOfal phi'nulvpc. A lOOOinotOl activit\-rL-lali;<.i pheno-
type was observed with d&cJ-deflctCQt fuñíale atice (T;>bk- 1 j.
dkkS femaka wcre t^peractive, wtñdb waa u-ncc-K-J hy an
iocreaaed numtx-r of linc citMttatgs, fatereaed dótance moved,
and an increysed number of turns made wilhin ihc obfiervation
períod. Corrcsponding clt'ccis in males |ust nrissed statistkai
signíficance. ákk3 ' femalej abo reaefaed a higher máximum
vetocit] white exploring iho arena, and additionally tbere was a
TABLE 4. Resulte al GMC hnmunology seteenf
a M-
1 D-
CDIT ( D3
•
I R
ür-1 *
CD4*
CD4"
IgCI
IgG2b
IgA
b (it = 13)
39.fi t 3.4
97.8 * 0.2
(i i -. II . 1
•
Z6J
11.7 i 11
ü.8
113.5 £ 24.3
I 7 S S • i
•0.2
10.9
<'(iiUri'l (Al
45.0 i 2.7
94.1 • :
5.6 T 0.3
29.9 i 2.7
0.2 ± 0.(13
19.6+ 1.7
27,2
i7.i i ].:
11.4 i 0.5
31.V4 t 205
154J
NA
1L99J : -
• 1 ± 3ft.tí
/"valúe
NS
<0.0()1
nooi
<o.ooi
NS
D.001
NS
NA
<0.001
NS
NS
Male (N - 12]
4h.4 £ 3.1)
98.0 + K.3
111 t 0.3
21.7 i 1.2
0.3 i n M;
33.5 i 5.4
23.J £1.9
1 1 7 T 1.0
(1.7
208.7 í 45.5
224.8 ± 24.H
S8.4
268.7*57.11
MH.lí 95.4
134.1 ± Ih.3
Mutiint |H |
Fcmale [it = l j )
44.5 ± 1.0
5.7 ± 0.5
• l.íi
0.2 ± 0.04
IS.Si 1.1
34.2 ± 2.1
12K-0.7
517.3
L3M* 6.1
NA
m^.y i 354.3
717.9 z 103.7
132.7* n.ii
P valúe
NS
<0.(HI]
<0.001
<0,0l
NS
NS
<o.iHM
<0.0l
<0.00l
NS
<0.0l
NA
< 0.001
NS
NS
A - - H [1'
Male
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
•lt.il!
NS
t a l u d
Fcnulc
NS
NS
NS
NS
NS
NS
<0.05
NS
NS
NS
NS
NA
NS
<0.01
NS
" Dalí «te ir.MI» 12-weck-uld rakv. >l \ | NS, nni si|¡nilicanl; NA, nol
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miidcriiK' < • • i. Km i • i, dlhci nosc " t ven l>™ blitling (noi U:IM tu coofirn)
t • i. no • reviütion* i m vi . laven al ihc neacortsx; CAl-4,
Amninn * boto oí ihc bippocampus Cx, ucuconwc DG, Ucnt.iic gytuy, cgl.
eaernal gratulm \tftr, ¡si. huemul panul» ' ' i nlroilw \a/at¡ Smi.
ii n s o í i . i i . - i i •• ¡- • • •. ¡, • , •. . m i ¡ « s n o c x p r e o s l o i i i d
lévela, km in IniennedlaH leveta, .uní highoi in seelkias nmtalnhti ilic
nipus.
trend toward ¡ncrcaseü tiKun vckxáty. This hypcractivity « ú
also reBoctod ¡n treoda toward tncreased hok oqptoraiion, in-
crcasL-d rearing on tbc board, and rcduccJ grooming. Therc
werc no specitic cffeets on anxiciy-rclalcd (bnurü entry) be-
luivior.
Red blood cell phenot>pe. Red hlotnl cells of dkk3 mice
slinwi.ll a limher mean corpuscular vofume and mean corpus-
cular hetnogiobia (MCH) contení bul ¿ reduced MCH con-
ccniraiion. oompared lo ihcir littenn&te controls, rettdting in
an clcvatcil hcniíttucrit and total hcmoglobin conccnlraiion in
hu.nj fTabte 2),
l.unj- phcmitype. Whilc control and mulant micc brealhed al
singlar respiratory ratcs. iid.il votomes m mutants wcre smaBct
than thOM in control animáis, both ul rest and during aclivity
iT.ihk- 3). As u rcsult. minute vcntilalion wus abool 2M( kwer
in mutaní micc. Difterencca wcre Icss pronounced when büdy
\aiuLiuon waa considered.
ilu-ni>(>pc. dkk3 ' micc shownl ;i rwu-
tímes-Ugim [gM tevsl Ihan littermate controls. \vL- ¡»lso de-
tected a dight, bul statistkaUy sigulflcam increase in ihc fes-
queney of naiuríil killer <NK) cclls (CD49b) in dSbü
fcmalcs. Nt! signiñeaot düerencea wcrt: l'ouiui with regard to
IIIL- other cell subsets and urununoglobuliQa toduded in thc
screen (T;ihlc 4).
Kxpri'ssion of í/AA.f and p29 ¡n w¡ld-t>pe and dkki rtiiitam
mío. A tniDCSted ral Dkk3 (p2lJ) wat impücatcd u Ebe ilninid
hortnone binding subunit oí D2. To ¡inalyze thc possibitity thai
p29 and dkk.1 displa> distind expreBskffl patterns, c.g., due [o
iillcntativc prumoicrs. and thai /JJ?V cxpreüsion niay be un.il-
iected in Í/AA.Í mutants, we lirsi L-ompaicd titt expreaton pai-
tern of a moust; i/AA'.í 5' probc with the expression pattern
wild type
dkk3
B C CA
OE-
3V
p29
Pir
VI SCO
Pir /
BL 3V
K
Figure 2
F1G. 2. Comporative regfcml npxesúoa vAdkki andp29 mRNA in wild-lype und dkk3 mulant míe*. Thrcc rcprcsíínlative autoradiograph-. ot
carón ojgtnized irmn uteiior la poetniof t« I >wn- Qt, aeocortex; OE. olfacinrv tpiíhclium. Pir, pinform amex; v i . ttyerol
llw neoconex; Cg, canútate cortex; l.v, litoral vcntriclc; SR). suhfornical orgün; Re. retraspleaiaj corta; C"A, Aimnoa't hora of tbe Mppocaiupm;
BL, h¿ts«.l..!ui i! m¡, j,i.,!,ikl midcw >V, ihml «entílele; SCO, suhCdmmisaintl otgan. Tlic i n o w (A md I j rmim to Iho mcningi-s, Scale h;ir, 150 ^ m.
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Wt DGrno
IV SBF\
VPM
Pir Pir 3V
dkk3
CPu CPu"
M N
wt- dkk3
I K ¡ 3. 1)2 expretsioo m wikf-type and dkk3 mttttai nuce (A to i ) Regional wtprewioo oí 1)2 m l iNA ¡n wild-type (A lo F) ¡md mutant (G to
L) mice Representativa coronal Bocttoos aw organized from interior to posterior lévete. The corebelis wera studied in ugittal sectioiu. Pñ
piriltiim cortex; IV, teyer i>t the neocortoc; SBF, barrel l idd vi the tora ú • urtex; Re, rctmspknml corte*; DGniu. imikTuhu lüjvr ni itu-
dental nii.il posteroreedial tbaJamfc nui ttird ventílete; ( Pu, caudate-putamen; LSD, latera] teptal nudeui, iU>rs;<] pan.
SI.IIL- h.n. !ín |t!n fM wd ^ ' Mkrographi ihowiitg the locmUzatíon oí 1)2 mRNA in thc iuint-vics u¡ thc ihird vi'niriL-lc of wBd-typc (M) md
rtiui.-nii iN ) itáec. Arrows poin( tu Mack tüver gruins. Scak hur. 50 n-m.
saúag boma 8de raí p29. Ratp29 baa 87 f^ similurity to
mouse dkk3 at thc nudeotide levd, ;md y /?2(J probc can be
iiscd fbf in sim bybridtzatkMl in njice (34). In wild-type animáis,
the liisiribiiiion oí tlK1 hybrídization siunyl in hríiin slices ob-
tained wiiii the p2&- and dkSúspsáñc probes w;is almosl ídeo-
ilihtmgh ihc p29 probé gave «eafcer siynuls (Tabk 5),
siniíkir to tbe p.i iurn <if HIL- ttfBtp29 probc in rat braio (34J,
Thc musí prominenl ^¡g^;l]^ for i/AA.í Bnd/729were otoorved in
ihc Ammoi if the hippocamptn; cingulate, rctrospte-
nd piritorni cortices; ;ind tayea \ I oi TIR- somatosensoñal
to C .HUÍ ( i tu l), Therc w;is abo oottsidcrabie
ikm in thc internal grunular layer ;tnd Purkinj« ccll layei
ofthe cerebelhmi (oo) ibown) aod in rhc oifactory epithelium
2A <nui ( i j . In addiiuui iu e^Mfearicw in neurona] celli,
ikk3 wns expressed In epitbetial ceSs Línmg tfae latera] BOd
third ventrídes with ;t liigh hy-bridizathin sígnal in rm
(Table 5). Otbei tmportaní siles f w communication wiih the
cCTcbrospinal Huid (CSF) snch u ihc choroid pkstus .md lepio-
oeningts ot the Mood-cerebTospinal fluid barríei and thc- t i r -
curoventricular organs liso ibowed dfcJÜ expreoioD, Eipedal^i
híuh levéis i.»l ¡Ikk •' eápreasion «wie found in thc subfornieal
,inti sLibtnmniissiu.il organs (Fig. 2H and I).
In dkk3 mntiinis. bybridizatíon signóla EordUdU ¡ind/íiV were
VCIJ wcak (Fig. 21) to F ;ind J to L) and limited to thc regióos
of the cerebral cortex, whicb also luid tbe liidi^s! hybridizalion
.sigiüil in wild-typc rnicc {Fig. 2D lo F).
Taken together, thc common expression pattern at mouse
dkkj and r;u p29jB wcll iis thcir ouinniuii downrcguhitíon in
dkk3 mutiints, supports thc nolion that ttkk.l and/jjy represen!
thc samo gene under a common promoter, btilh of which are
inactivuled in dkkJ IDUtanta,
Normul D2 expri-ssion ;ni<l uctivity in dkk3 nuitants. Exprés-
ñon omd ¡íLtivity of 02 MI brain are IwoieostaticsJty reguiated
by ihyroid hormooc stiiiti-. snch th;<i ílx-y utercase in hypoihy-
roidism and decreasc in hyperthyroidism 10 maintain normal
T3 concentrations (14. 27. 54). Thcrctoru. we lested tbe po>-
sibilitv that D2 expression was ultcrcd in JkkJ muUint raice,
The distribution of D2 mRNA in thc brains of wild-type mice
was similar to that in dkki mutanis : Fig, 3A to L) and lo th.it
prcviously reponed fur rats (15). The hybridization signal was
mainly locaüzed in lanycytes linini; thc walls of the third ven-
triclc and astrocytcs ¡n scversl hr;i¡n regiofU (Fig. 3). There was
Liniy a slightly incretscd enjjieMioc In tbe retrosplenial oortex
and tanycyies of thc third ventriele in dkU~ mice (Fig. 3J
and K).
To extend the rcsults dcscribed above, D2 enzyme activtty in
M I H A I U O UAKR W l l S I I \ l Moi_ Ceu.. BIOI.
TABLE h. 02 ¡ind DI adivines in sewrtl organs of aduli WT and dfcü"1 mice"
MoOK line
V\ I .1, .
r/U ) 111,ll. -
WT remata
dkk3 fcitwlcs
W T mate
MkJ males
W T feroalcs
JkkJ km.ilo
ft I nales
tliik.v taaict
males
tlkk.l ícmulei
HA I 03
21.6 ± 2.4 ib)
30.1 ' SJ(6Í
310 • 1.6(8)
un
Piluitury l í l
608 • W (7)
J66 i 44 (f>)*
391 • S8(8y
523 • 47(9)
Uvw Di
(U3
4 . 6 0 • ' i .'•' •
S04 • 0.44 (8)
' 0 . 4 1 1 ( 1 1 1
MM
M).h i 16(7)
319¿ 1.1(5)
Piluilury D2
JIS
411 •55(6)
570 • 4-Ml-i
Klillkv 1)1
IJ4 * 0.08(7)
i.h7±(i.:
.i.:i
3.19*0.15(10)
Oiu.m
Cercbrllum 02
i l,ft(7)í>
23.8 • 2.4 (<>)
20 3 ± 2J
RCM nf hrain D2
18 .4 - 3.» (5)
15.5 ±3.4 (3)
7.9 ± 3.H (3)'
U 1.4(4)
I: KtívitJCS wen determioed uslnj J nM I -I H subttrm I I ÍMI I IS are exprewted in femiunml» ¡x:< bottf per inilligruin of prntcín). Tur pituitaria) DI and D2.
- ttMermioed bj utag 2 nM rT3 HSUbnntC un ícmisimclcs p«r íumi |X-r millignim n( pi nlfin). DI (CtivHiet m livcr icd khtoe) v.cic dL'iL'rmineüby uiing
MKl nM rT.1 (picoowto IKT minute peí milliiii.in ••! pntñln), Dala are mtMiiN 1 SHM. The number of animáis used is indítatcJ i" fmáü
• •
• / ' < 0.05, rrutleí •
differeol hr;iin re^ons, ¡n BAT, ¿md pimitarics w«s deter-
muK-il. lí ÉÉbü «KU K> | I I IK - I I IPI I).1 ddodbmic actívity, a de-
crease bi 1)2 cnjymatk activity in ékk3 tnutsnts msy be ex-
pected
11 iv rcsults are summarized in Tablc 6. Males and témales
were analyzed separatcly, as scx-rtlatcd dáSarettets wat ob-
ni M>mo úuues I ' l if iv were DO difcrences in D2 activity
between wüd-type ¿mU JkU mutaní mtec excepl for a 5 0 %
decrease in tbe neocortei <>i dkk3 femalet :md a 509! in-
crcase in ihe cercbelhim oídkk3 matea. Ko düTenmea In
1)2 actrvírj were observed in pituitaríes. We abo aualyzed V>\
activity, ,iv ii ni¡i\ compénsate ínr l i i^sni \M activity, andgeocr&By
iMiiiid no major changes ¡a dkk3 ntutaota fTtbte 6). Only in
iiui!; ini in.ilu1^ was ¡i decrcase in D I actfvity obaervtd, in pítoitaiy
(bv <0%) tnd NM-I i h \ 25%) We oondude th.a D i and D2
cíes are unafected in most IÍSSUL'S in dkk3 tnutant mice.
¡ikk3 mutunis are ruihvnjid. If a tmncated ral Dkk '• I
v.a\ tmpltcatcd JS the thyroid bormone bintling suhunit of D2
enzytiK, produetton ol R should decreasc in dkk3 nutaal
animáis ¡n tliose iissucs in which T3 Icveb ttt depeodent un
the local T3 productioil Via D2, such as brain and B A T (47. 4s i
Therefore, T4 and T3 levéis were mcasured in severa! Cósues
and in plasma ofwild-type and dkkji mutaol mice (Tabtc 7). No
changes were obaerved ¡n tnosc tksues siudied. T3 was de-
creased in ihc kicfncy ofdi<k3 mataoi malea (by 22%). T4 was
tílevatfd bv 3091 En tbe oeocortex ofdkk3 mutaoi fonales and
T3 (by 2Xr¿) in the livcr oS dkk3 mutunt [«nales. These ¡80-
kitcd changes in T4 and T3 concentradons ;ire unlikcly u> bu
direct caneequeness of <lkk3 delcstkn. We coactade ih;)¡ no
rnajoc changa m T3 cuneeninuions aru fiiund ;tnd thal most
tissvea o í ttkkJ mtitant mice rcroajn eutbyroid
Conclusionü. Our dala indicau1 tliai dkk3 is roí essential Uu
(.•mbryogcneMs and viabílity, and they neilher support a rule in
thyroid harmone metaboUsm ñor indícale thal p29 IN a n.itu-
rally oceurríng variam of physiologieal retevanee.
Initia! phenotypinji reveáis abnorm;ililies in bcmatological
and imrnunological parameters, lung vcntilation. and behavior.
In particular, the ohserved hypCTSCtivity pfaeoolype maj be
I \ l ¡ i E 7 14 .VIO \"i ooncentratioas in platnu ind >OVLT;II orfaai oí tdult WT anddkk3~ ' mice"
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correlated witíi the expresión otdklú ¡n dopambtergic neu-
rona* abnoflDaütks al which bavc been iissoi.iati.-Ll wíth alter-
¡itions in locomotor actMty, Recombinanl Dkk3 promotes dif-
feretttiatton of dopaminergk neurons from undifteremiau-d
precursora (E. An.i!.i^. unpublished results), ako hiniiiig t i .i
role for dkkS ¡n this process.
lo thcir di^i inf i Cuoctjons, ;i compeosatkxi cidki
ftciency by oihtidkk genes appcan unlikcly: indced,dkkl :dkk3
doublc-mutart nuce do m>i afro* anj lyntbetk phcao*ypej (S.
Pinho ;irul C. Niebn, impuMisliixl dais). Howeveí, pombined
Lrutctivatkrn of tlkk.i and ihc unique dfcU-refarted gene scggp
(24) m;iy revea! rules maiked by rcclundaney.
ACKNOWLEDGMJ NTS
We ih.ink Saab f'inha. Dam Hoppe, Socorro Duran. María Jesús
i ILU.I Fernandez-Duran, Mará taundón Nawrro, .iml Marina
Sanz-SancristotMJ for cxccltea! technkal asaotance md ibc Jereeaen ol
ule Genn.ui M Ú U K < lidie foi |ilicnut\pit.ii analysis oí tita mie*.
ITusworkwMsupportedbj tbe DFO(SFB48I 0=2001-
2243 .irnl PIS RCMN 03W6 iVI ,-J.O.i. BFI2001-2412 ;ind BFU2IXW-
• md 01GRM34, 01GR0458, md
01GRO1Q3 ( O M O .
w:i I.JU \ i 19
I. ü.ihi". A., <,. I ¡ti. A. \uni\, A. Ga/íl. and 8. A. Aaroncon. 2001
roecnaftára af Wnt *.!j!n.illin(> inbítntkm mtdialvd h> Oickknpl-i tata
wiih LRPi < . ii nuil SM3-&6.
1. IkriKil. |. tO£Ü .v. i ..i Ihyrcñd horawne mhr:iin. J. EiiilocrirmI. Investí)
II. i -nal. J.. omi \. (.uailarm-rirraí. 2WI2 Analyiá <>( thyroid hurmunc-
ritpewfcm tenes m iin- bram (->» M tita KyhTidpalina Multad* viui LÍÚM
i Masca, \. i .. u. gahatm, B. Ganbaa, M. .1. licrr>, aa4 K H. I j i rstn. 21302.
i-.:.i ii. !•:• -'i !. .,< i. itiíi muiccuhir biotogir, and pbyiioki|lcil rota oí ike
inJtiJlivj--nii'. . idíitascü I ftdoci I-
• l ii.,¡iiM.in, s I . U. Itnmn. L. Lees, ( i . 4 . StBUMWaH utid V. I iliu-ikri
Bxpfrskm uutytii ni ámsSt W«l md frbzkd (son anl adected
iiihihiiiiis in cari rnlnj De* l>^' íIMftíWiTfi,
n dt-l Barra SjUTUta, I,, I.. D.ni.K II. .1. <¡riiiu\ II Wrslphal. iinii f.
htiekn. 003 Ukk i tmú nuggfa cuopente in maniBUdfwi I I LHJ iodnctioo
C De* 17;
I I . i!.. \ . ROM, M . n»ilMW. o. Mir lan, and s. K^au^^
Charactciiuiiufl tií itM wm intagoaiiti ind ttcú I«HRHIW to conJinonatly
ii-.'O Wm tigniiUiaii in Ihe devclopinf BIOUH turchrain. Brajn Res. Dev.
HI.IIM Reí i •.•
DI.MIJ. I I IKI I . I . !•.. .un) W.O. Ivnn. i1)**. A hiirnmclric melhoví i
vnUilaCJon in Bewbon in1.nn>. IVili.itnc* lfcSl-87
U.I. I .TN. i i . u. AU¡:UMIII. .md r. c. K.IMII . W04. \ DJdLlwpf-3-rsiaiBd|tM
R «preved m düeremUlíng nenulocytca ni ihe bnml mcum-an Hyúm
Dei t.L-iu-^ I mil 11*1
10 I |etd, K . I' h. i inmii. I I iiiiu.int'k. I. I I . KvfMriMd,M4 K. I uukko. 2(MIS.
I )M i. 11 ^ui itgnating-nü&tcd DickküpD, -2. Md -? nü
¡n MIL- ilL^L'hipinii nwusc toolli Dcv. í)yn 233*161—166
(,»¡liivi)umrr. V, II. Fudtt, i - lUikn I. Ihillc, M HrnliiK!<••. I. ( iil/iid.i-
Wock. K. Bvart, (t HiHurrii. i Daflta, i. J. R M B , I:. GraadaaM nkMnBt S,
n»niiu,ii..i. h,-i. s M. IMttr, C. HataMwMr, M. B a n A i.Jai«fcul - v
K»liijil,|iiA. M. Mtiiipi. I. hlinj;. S. kmuliT, ('. U'nigü-T, T. l-iwic, T. MijaMü.
i!. Katon, \ . Menea, ' rnim. C, Priauwca, i. Bao, * >nlafciml. i'.
Keitnuir. I s, lili, iilir. V til>!»•». k. Mtirikiimji, I1. /.«Ivill, .1. UaBHld, J.
Ucckcn,. I I . Kíbnnrtt. J. h w , J. (,mu. 1,, I lt ldmakr. It. Halar, Ii. l^ndic.
II. bMa,P. nualnrf. nt m i Ñ i w i . r, KTwpimit. H Tw|>tl^.Tr Haaai,
I (Mil, \ | un , , , | ( hinii, mili, i-Miifiiiii-í. .1. Svlimirtí, I I . vhul¿. KV><M. » .
«urM. \ /irmiiir, I). I I . Hiisih, and M, I I . iii- Anjidls. ZOOS, liitrixlucni); Ibf
• i >i.nnü.inli/«lphcmriypini! KU
I I
12 (.l i i ikj. V , V\. Uu. I I . Dtlilis. \. I'. MoiMghan. ( . Htununsl.Kk. Jinl t .
Nifbrs. n'i\ Okkkofá i ii • iiwiBtMir .ii • i n himity ni tfttTtw) proteiai
jnU kuRiKHii in bead induciwn NJILIIC J9l:337-36Z
" mdd, i i . [ ii.il. inri i . Kuilur. 1999, Bipiraioa iwiicni oídVk-t
duir i t)dwctopaoert Meca l i n Ü'Í
U Uuadanii-l-crra/. V. M. J. Fir»W«l. K. ttau»ll. and J. Ikrnal, I W I i •,
(ni laiiiii M( r\|iC 2 ioduthjranÓM: ili ímliii— m bfpothyraid raí brjm inJi-
cato n inpíxtaai rote ni ihyi toprnunl ot ^pct:ii¡c
prim;ir> lemn) qn» KM I V I I-J. \3O-M39
13 (iUHduñn-Krrru/. A., M. J. ijliri'Hiin. I). I- Sí. Gcrmain, and J. fkmul. ••'•••'
i iu : idinase a «prcüSBd priautfiy in güal ocdt bi
Lhe neonatal ral bniin f'rnc. NatL A u ü . Sd USA 94:10391-1(896
GadtT, C T. Namk, S. Kinho, t . HabaMgcr, < • Nithrs. and T. Hulslrin. An
.IIKH'III w M-JXdttofif m f y n j t n i in kydra Devclopmeni. in prc».
Hackaa, A. S., K. Sln.in. D. I in. ,). IJiun. C. Wansi. I). OtfMOO, T. tiunali-
lnk.i. R. ll.Kiirk¿i\. I, OMWtni M Kal<mnn. ' I.i-vrill¡ird..|. V. Sahcl.P. A.
c•¡imtHH'hiarn, Ci. 1'nmiÍKÍani. ind U. j . Zack. 201)4. Idcnti1ic;it¡o!i nf üent
eapnasion chiinBi ü^ntiaicd«nh ihe pr<ü. :nal defmenlÍM in
ttwnll nomc. tomUg Ophtli.ihn.il Vk.Sd 4*2929-2942
Hiishíinnlii. I I . . M. Idill. V. Vaiiunaka, S. TaMlMl l . T. Shíml/u. L Solnlca-
Kftfd, M. l l í l i i . i indT. Hirami. ¡000. Zíebnüdl Dkkl functioffi
tpccificjttion IUM] uxial mcscndndcrrn foriDjitioD. Dov. Hi^l -I7:13Í<-152.
Hsiih. S. Y.. H. S. I h i t h . C T. C hiu. ¡mil VV. V. t l i in, 2004 Dicfckopf-l
KM'. baetioM .^ •> H^ptewoi pac ..i tumo* powtt OwmpM 1MIS3-
9>IS9
Mknwiük. .1.. (.. Wi ivhi i l . J. Pli(/niT. ¡inü ( . \je1whn. ?K)4. flypohlasl
conttoli ansodenn general end udal patleming in Ike gaslnilittitj Nihbii
L-mlTM. Dev. Oenes Bvol :u :*<>i MJ5.
K.i|.hni \ i . \ i . . ;ni<i k. v. Va*toakt. 1981 HaumikHWl paneros oí iodo
llijninlill plifimlit .nui urinal un;: deiodinatf utlívities la ral wtehnim,
ccrehcUum. and bjrpothdaaun J t-im lowsti(, b7:l2ns-12l4.
Kaianskaj». ().. A. Ctbka, *od i . N,,iirs. 2D0Q The role " I Kenopm
dtekkopfi in pfcchordaJ píate «peclflealtea .nal iu-m.il ¡
mcnl l27:WSl--)'J'i:.
Kohava-.ilI, K.. M. U n hida.T. Tnujl, I I . llanahiss. M. Ml j ju jk l , M Nwata,
N. Shliniíu, and K. Shimizu. 2002 (tedocod exprmkM DI IÍIC RElODtk-3
HL-ML- by prifmtiler-hypermclhyliiHíin ¡n human lumur cells. Gene 282:151-
Krupnlk, V. F... .]. D. Sharp, C Jtoaft K. Hiihisnn. I. W. i hkkiring, I .
AIII¡II:II.I.IL. I). I., linisui. I). HIUDI , C. Mavs. K. Uibv, B. (.'Itunu. T. Uu«n(¡.
A. D. n»iiiliml. 1). r. titarini;. g v. Boast, nnl S. v. McCartajr. 1999.
FuacUonaland «tructaraJ dwwrt) aflAa human CNokkopfgane linníiy. ficnc
13K301-313.
Kiin>-.i-, K.. M. Sjkiiumlii, V. \ U M I . S. I hura. 11. Kuku. R. Kuiit jnui. 1.
Arnu. M. Miy^i/.ikl. I. Niulunm. M. Numlia. It. Kuniiin, muí N. II . lluh.
2IHM. DecreiMd Lspression i>l R.1 K I >kk-^ ¡n lium.in K D carci-
•MBB.J. Urol 17XJ1314-131«.
Ianairii ft M S i limiitfii.M JMIw.fl f riiimll.T F l f i i inm. i l
J. L. lAimaril. 2IKHI. Ominn:. MpTMtiOB, aod inininni.il chjrji ' ieri/j iutii oí
UtwttaM hinJins Mihunit al ral type II lodo^JTOHOC S'-deioiSDIK.
.1 llmi Cben HSt25tM-3S201.
I imiurtt, J. L.. M. M. Kuplan, T. J . Vlsscr, J. F,. BlM, and I'. K. ljir.cn.
1981 Censbni eontn raspooda npMj u> Uivíind houwinea. Setena 1 1 *
571-573.
I i . X., I', l-ill. W. I .¡II. t, Msjl, .1- / lui i i i : . V. /.h:inn. \ l . Hurli-v, C lino, A.
Binkt-y. L Sun. S. i:. ll..rr¡v, I), w. | { , w l . H. /.. K*, muí Ii. Un. JÓOS. Dkk2
II-L--. i mh i» terminal cateobtaíl dlfferent'ttUk» md mfqentind matrix
• ik-i 37345-952.
Mu», B-. and C Nii'hrv H)W. Krciricn! moduhtei DickkupH KtMt) ilunnti
WnLl kt'h tjgtulini. ÜL-m.- 302:179-18?.
Man, B.. W. Wu, <,. Dovidsnn. J. Mnrhold. M. l.i. II. Mrfhlcr. II. IMuí-, D.
!l<i|i|»'. I'. St:ninck. i . W.ill,. \ i.li,,ka, and C Nichrs. 20112. b e o m a í R
iiiivci l)ictku[:í peespion tbm regúlate WwAela-caKaiii *»g—Mi"g Nature
Í L MHII , lt_ Vi. « i i . Y.U, I). IkipiH'. I*. Stunnck, A. GAatoi «M < • Nithrs. 2(HM.
LOL-racaptor-retated protefal A n a receptor for O k k k n p f proteims. N a i u r c
-325.
13 \1:i... |., J . VVaiiK, B. U u , W. Pao, ( i . H. r a r I I I . C H \ n n , I I . Vium. S.
rafead*! t). k i i iK ' lmi in , L. L i , nui l I). Wu. 2001 I • • • . . ! • iv l ipuprotcin
rwep4ar-re)tu9d pralenv-3 bimls M AMU and "gp**"* iht canonkaj Wu
ll|ni>ln| palowajr. M D I . Odl 7*01-809.
li.nuKhan. A. P, P, KfeacH*, \ \ . WI I . A. Zuni|ín, D. B-wk, V Pciuilla. H.
Dalias, and c Wtkn, i '••'' i ii'.kkn|ii fena ¡jrt wofdbaiiel} infirrimd In
mcoodetnal Hoeagei Muth De», 87:45-5h
M. Minitcrn-l'tdra/.iicln. A.. J. llemul, añil A. (¡uadañn-Kerrui. l^M)3 Hivcrgctll
cipreisbn o( lype 2 deiodiMN and \\>c putativo ihvroxine-biniJing pnilein
p29, in M brallt, " t f * 1 * Úall Incy are functiunálly unrelated pruieins.
. 144:11145-1(15:.
K, Mwrealc de Btcakar, &, K. Pastor, M. I Otrcfaa, and h\ bcotat del Bey.
I98Í E A K B O I malamal hypothyrokHimOH ihe wcight aad ttryroid liuimua»
ni ol ral emtnyoedc tissaet, Mure and ifiei O M O <>( fetal itryroid
M,iklM>|>;iilhviv M.. S. >htr,.,ii, ( . Ki.drlguH-Eilcban, I- Chen. I . Kukui.
U (,,,iini-. I) U. D.int.ird, » THanH. *. GriaAtraV S, I'. HuunK. <. Nithrs,
I. C . Bfliiiiinit, and I I . VViMphal. 2001. OickkupfI i i required fur cmhryonic
•ead tnductkM -«¡ti itmb morphofeiiesii ni ihe mouse. Dcv. Ccli 1:4.:
V.Mikl, I., I. t^uji. I I lijlma, V. Ohmura, A. Anduu. M. IHTjlMll. I I
Shinii/u. ;md M. Nninha. 2001. Redueol ejpreisiuij oí REIODkk-3 gene in
iiini-MVijll cell tiini; cuncer. Int. J. Oncol. 19:117-121.
3S. OfcrcgiHi, M. J.. J. Mallol. F. tuabur dd kry. and (,. M a m a * de Escobar.
1981. 1'resciKc Ol i ttljinrinr tod .; ÜjywolBC En li^v.lt•:, fr.im
Edri
• I (ARCO HARRANTliS ET AL. MOL. CEU.. ü' i
» . < i l.i. ui.ii. M. J.. ( . Kuit dtOM, V Hcrnnndw, R. I »l*a. F. E«..bur del Rey.
>nd (r. Murmrir de Ewplur. 1989 I liw.'ul bomwncí ind i -dnodianc m
M I !>rn«n .ulij»'^- inv i t Junuu lti.i l Ijíc. Am. J Ph>sn>l 257:Kf>25-Eb3].
. ni,i I i lli.Mi.itr. jm) H. l-iimlgruT. 2LKH. The modihal hole bourd as :i
üteit Bthav. lies. Mctlmd>. Intmm.
Obi, I .. I- siihiiKT. l . itimitr. \ l . t K«k. and 9. Bofetear. 2001. Dffler-
IHIKM- al pun-Jnduoed tlWFtttmi ¡n CJ7!
.mu HAl B/c nm.v uni>| ihi- modUtal hok botid ten I ftycWan
Í5:!J
r IMIHPV (,.. und K. ii. j . fwiMhi UBI Fta mousc hrjm m Henolade
i - i andoR, Untad Kiiigilom-
H.Nii.in-i H7, .1.. L JtnOM»VdMCO, X. V^irru. J. .V C .II.1IIKÍ>I. t ¡ . >a»TUTu,
M li.imn-. I . I. MldrcU, t\ l*nniptT, V IKilliKtr, .un) V. Icirrus. JÜKH I rjll-
turíptkinalsücnango< the tllcklaipfs-1 (Dkk-3) gtnc l->y QpO !iytn.Tmcih\l.ilh'ii
ni acota ^mphabl IÜWT-7Í3.
Km/ iU DII.I. i1.. (,. Miirmii <u Eccotar, R. ( : i i^ i . i. EwttarM B<?, :»>ii
\ i . .i. OkngBd. 1991 I ' lu.' i ' i tanoonei md >'-dfiiuiin¡ise in &» mi feuu late
in gdUthn): eíecni nt maiei mi Itypcxhyroidiami Endachnolog ! 2 8 : J " - 4 3 2 .
I Í0MWCW, H. V . K. li i i luí, II. h. H \ l Klllil. S. s,,í.,\. .mil \ . llt. :iKll
! is .i l<i;;mii KCpnt 1 !<lv'i I luí- Ui"l
IIS51-961
-Ih Shin.iii, M.. < . I -.lil.uli M Clark, II. Lehruth, und M. KiiiiiiLunSiiki.
ikki HUIIKLÜ hk ihe pn-MBT WIM si||ti]ing, o lecreled
l i l i l í Un.- prechontal píate uul paltenu lt« Mlíeiloi rn.-uiiil ptote. Mech. Dcv.
M 3 7
4J
I
.
: I
r S í l v i i . J . K . L i m l l ' . K . U , M M. | P w • • : , , : ! < , . , ;. • letypetl
iiiiMiiiiihvHHiint m
i t Kn. l in. • VÍIS.
JH. Silva, J. E, und P. S. Mauhcws. 14S4. Pntdnetk» ratc\ and turninnrr nt
iruiH-li.)lh>rnninc in niUlevclepiiii; Cerebral BMtn .mil xcrt-KrlIum. Re-
|^)l)íl^ t.•^  lu IqrpMhyrokBM J C(B Inu-^i i 74:lit?.í>-nu'(,
.. ¡. . . . i . i ; ^ . . ¡ imns.Ci. r inhran. 1980 M.nmit.il MeihiMlí. 7lh ed. lowa
• i .
sute Uafaíenitj Pnaa, knwj ,
SHMJ. l.. M. Un» , i . i.. Harta, and I*. J. ll(.rnsii>. 1003 Zatui expreoJon
oí [htliki>pf-3 ¡IKI componenn ol ihv Wni íignallinu pattiwayí ¡n ttc human
adrenul mriev J. Emlocrioo). 178:149-158,
I I ;ink.r>k>. (.. C. H. B. nil|HlM. K. C Ijvllf, W, A. Mluncr. S. L Ewart.
muí s. H. Kl«tiin¡i-r, tW7 OcaetíccontrolafdUfsnatial bweHac bnMhlag
pauenv J Ajtpl- PhjaiaL S2:S~-1—SH1.
J3 iMiji. T , M. MfemU, Vt. SukuEuthi, V. ln«u<\ and M. Namha. MQO. \
KB3C gcae íhowi down-regulxtim in liuman lanoralbed edta and human
lumorntcrivcd tvll lints UuK-hirm. Hiopln1. Reí, ( nmniun ;wt:2il-24.
J I [suji. I - I. NouU, H. Mi>:i/uki. M. Sakunuthi. I I . f u . V. llaraazaM, O.
II|IMI.I dM. Nauta 2001 AMUII ¿Mly of kt:ic»kk-.i wtd
En •.ipiífkjni dowtKAgutatíon In non-smaD-cell Ktn| carcioomufe Bipcbent
Biupbys, Kt>, Commun. :N9¡ :?7-2( )3 .
i ,1. I I M.. s. vi. K¡m,i>. 8ab«tora,T. Bvtha,G, Ugradi, i'. K. Lanm,wmi
K. M. Lechan. 1997 k, JI.,:I.¡I distribtftkw ol l>pc 2 IIIVIUMIH- dcindinaie
nirni'lll|ft' rlbonudek tdd in >at hy|viitial.imu\ and piluitury ,md tt) regu-
I.IIKH» íi> tlnriiiJ lionnone Endocrínotog I3fl!3359-33ñ8.
Wu. D , \ . GHata, I I . Dclfus, Liiul C Niirhrs. 3CKXL Mutual mu
hctwt'cn ilickkiipt'1 uiiJ - ' rcyoiaica '•••• : rnii signulling. Curr. Biol
;
56. VantiiRUchi, V., S. lliimi. I I . Watuhc. K. 1 ,n,. Z. A. Abdtl-Mnkk. T.
Kuli". P, Kuuc:iu<l, \ . l i i iutniírii. K. fecUllinm, und V. J. HcurinK- 2CKI4,
\K-M.-nLhynvil-fpi|liL'li¡il ituentctloiu w IIIL' ^kin: hicreiicd exprcsskni oi
iMcUuipf] hí ¡5ulniii|il:nil.ii lihnihl.iMi Ulbtbitl nn l.iir.K'vtc ílínvlll ;uul illl
rerentiathm. J. <\¡l Biol l é * 2 7 5 - 2 « 5
